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^ (54) Title: DETECTION OF MYCOBACTERIA IN CLINICAL MATERIAL 

< 

(54) Bezeichnung: NACHWEIS VON MYKOBAKTERIEN IN KLINISCHEM MATERIAL 

^\ 

(57) Abstract: The invention relates to a molecular-biological method for specifically detecting mycobacteria and for differentiat- 
I/} ing the Mycobacterium tuberculosis complex and Mycobacterium avium from other mycobacteria in clinical material by means of 
0© amplification primers and oligonucleotide probes which are specific to the genus-specific and type-specific regions of the 16S-rRNA 

gene of mycobacteria. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein molekularbiologisches Verfahren zum spezifischen Nachweis von 
Mykobakterien und zur DifTerenzierung des Mycobakterium tuberculosis-Komplex und Mycobakterium avium von anderen My- 
kobakterien in klinischem Material mittels Amplifikationsprimer und Oligonucleotidsonden, die spezifisch fur die Gattungs- und 
Art- spezifischen Regionen des 16S-rRNA-Gens von Mykobakterien sind. 
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Nachweis von Mykobakterien in klinischem Material 



5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zum spezifischen Nachweis von Mykobakterien und zur 
Dif ferenzierung des Mycobacterium tuberculosis- 
Komplex und Mycobacterium avium von anderen Myko- 
10 bakterien in klinischem Material. 

Die Tuberkulose ist eine weltweit verbreitete In- 
f ektionskrankheit, die chronisch verlauft und jShr- 
lich mehr Menschen das Leben kostet als irgendeine 
andere bakterielle Infektion. 

15 Die Tuberkulose ist insbesondere in der Lunge loka- 
lisiert, seltener in Halslymphknoten, Darm oder 
Haut. Die sehr unterschiedlichen klinischen Verlau- 
fe der Tuberkulose machen daher eine exakte 
Beschreibung des Krankheitszustands und eine 

20 schnelle Diagnose insbesondere zu frtthen Er- 
krankungsstadien notwendig. 

Erreger der Tuberkulose sind die Arten: Mycobacte- 
rium tuberculosis und sehr selten Mycobacterium bo- 
vis. Diese tuber kulosen Erreger werden allgemein 
25 unter dem Begriff ^Mycobacterium tuberculosis- 
Komplex" zusamiuengef asst . 

Eine Folgeerscheinung der chronischen Tuberkulose , 
die insbesondere durch Streuung der tuberkulosen 
Erreger im gesamten Organismus ausgelost wird, • ist 
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beispielsweise die Meningitis tuberculosa, die 
durch Lumbalpunktion diagnostiziert werden kann, 
wobei allein die eindeutige und friihzeitige Diagno- 
se und die anschliefiende gezielte intensive Thera- 
5 pie lebensrettend sind. Weitere Folgeerscheinungen 
lassen sich ebenfalls nur durch eine eindeutige und 
friihzeitige Diagnose erkennen oder bereits verhin- 
dern: Pleuritis tuberculosa. Peritonitis tuberculo- 
sa, Hauttuberkulose, Knochentuberkulose, Gelenktu- 

10 berkulose und Urogenitaltuberkulose. Insbesondere 
die Urogenitaltuberkulose zeichnet sich durch einen 
schleichenden, symptomarmen Verlauf aus und lasst 
sich daher oft nicht sofort als solche erkennen, 
weshalb eine eindeutige und friihzeitige Diagnose 

15 bei Patienten notwendig ist. 

In den meisten Industrienationen besteht sofortige 
Meldepflicht bei einer Erkrankung, nicht zuletzt urn 
so schnell wie moglich eine Ausbreitung in der Be- 
volkerung zu verhindern. In einigen Entwicklungs- 

20 landern wie Afrika, Asien oder Ozeanien liegt die 
durchschnittliche Inzidenz bei 200 jahrlichen Neu- 
erkrankungen auf 100000 Einwohner. In Westeuropa 
liegt die durchschnittliche Inzidenz iromerhin bei 
30 jahrlichen Neuerkrankungen pro 100000 Einwohner, 

25 in der Bundesrepublik Deutschland bei ca. 20. 

In den let z ten Jahren kann ein vermehrtes Auftreten 
von Tuberkulose sowohl in den Entwicklungslandern 
als auch in den Industrienationen beobachtet wer- 
den, wobei vor allem bei immunsupprimierten HIV- 
30 Patienten dadurch regelmaliig Todesfalle verzeichnet 
werden (8) . 
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Es wird angenommen, dass zur Zeit ein Drittel der 
Weltbev61kerung mit dem Mycobacterium tuberculosis- 
Komplex infiziert ist. Jedoch nicht nur wegen der 
allgeitieinen Gefahr fur grolie Teile der Weltbevolke- 
5 rung, sondern auch wegen des inzwischen epidemiear- 
tigen Auftretens von mehrf ach-resistenten Bakteri- 
enstammen (MDRTB) innerhalb oder aufierhalb von 
Krankenhausern wird die schnelle und eindeutige Di- 
agnose zum Nachweis dieser Bakterienstairane gefor- 
10 dert (9, 14) . 

Durch die HIV-Epidemie der letzten Jahrzehnte als 
„Nahrboden" zur Verbreitung von Inf ektionskrankhei- 
ten vermehrte sich auBerdem auch das epidemiologi- 
sche Auftreten von nicht-tuberkulosen Mykobakterien 

15 (4) . Bei durch nicht-tuberkulose Mykobakterien ver- 
ursachten Infektionen sind ahnlich einer „echten xx 
Tuberkulose Organe wie Lunge, Lymphknoten im Hals- 
bereich oder die Haut betroffen. Selten kommt es zu 
einer Streuung der nicht-tuberkulosen Erreger in 

20 den gesamten Organismus, wobei Folgeerscheinungen 
ahnlich wie bei einer „echten" Tuberkulose beobach- 
tet werden konnen. Nicht-tuberkulose Mykobakterien 
fiihren bei Patienten, die beispielsweise an zysti- 
scher Fibrose erkrankt sind, zu einer zusatzlichen 

25 Verschlechterung des Krankheitsbildes im Bereich 
der Lunge (1, 2, 16) . 

Zu den nicht-tuberkulosen Mykobakterien, die in der 
klinischen Praxis beobachtet werden, zahlen: Myco- 
bacterium avium, Mycobacterium intracellular, My- 
30 cobacterium kansasii, Mycobacterium marinum, Myco- 
bacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae und My- 
cobacterium abscessus (4) . 
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Die Diagnostik von Mykobakterien in klinischem Ma- 
terial sollte idealer Weise einen spezifischen 
Nachweis von tuberkulosen und von nicht- 
tuberkulosen Mykobakterien erlauben. 

5 In den letzten Jahren wurden zur klinischen Diagno- 
se von Mykobakterien im Labor verstarkt molekular- 
biologische Techniken basierend auf einer Nuclein- 
saure-Vervielfachung, insbesondere Amplif ikation, 
wie der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt. 
10 PCR-Verfahren zur Amplif ikation einer Vielzahl ver- 
schiedener chromosomal er DNA-Fragmente wurden zur 
Detektion von sowohl Gattungs-spezif ischen als auch 
von M. tuberculosls-spezlf ischen DNA-Regionen ein- 
gesetzt (15) . 

15 Gattungs-spezif ische Verfahren werden eingesetzt, 
urn eine Mykobakterieninf ektion gegeniiber anderen 
Infektionen abzugrenzen. Bekannte Gattungs- 
spezifische Verfahren zielen dabei auf das 16S- 
rRNA-Gen oder das Gen des 65 kDa-„heat shock x> - 

20 Proteins- Eine anschlieftende spezif ische Identifi- 
kation einiger Mykobakterienarten wird mit konser- 
vierten Hybridisierungssonden durchgeftihrt (5, 12) . 
Alternativ werden die amplif izierten Gene sequen- 
ziert (6) oder es wird eine Analyse mittels Re- 

25 striktionsenzymen durchgeftihrt (15) . 

Zu den spezifischen DNA-Regionen, die zum Art- 
spezifischen Nachweis des ftf. tujbercuIosis-Komplex 
mittels PCR eingesetzt werden, zahlen beispielswei- 
se IS 6110, die Gene des 38 kDa-Proteins, die Gene 
30 des MBP 64-Proteins sowie die Regionen mtp40 oder 
pMTb4 . 
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Abgesehen von diesen individuellen Laborverf ahren 
existieren kommerziell erhaltliche Diagnosekits, 
die meist ausschliefilich zur Diagnose des M. tuber- 
culosis-Komplex geeignet sind. Bekannte Kits werden 
5 beispielsweise von Roche-Amplicor™, Geneprobe™ 
oder Abbot™ angeboten. 

Die molekularbiologischen Verfahren, die zu diesem 
Zweck durchgeftihrt werden, beinhalten einerseits 
die Vervielf altigung der nachzuweisenden Nuclein- 

10 saure (Targetamplif ikation) , beispielsweise durch 
die PCR, durch die Transkriptions-basierte isother- 
me DNA-Synthese (TMA) , durch die Ligase- 
Kettenreaktion (LCR) oder durch die isotherme 
StrangverdrSngungs-Amplif ikation (SDA) , anderer- 

15 seits die Vervielf altigung der signalgebenden Kom- 
• ponente (Signalamjplif ikation) , wie durch die iso- 
therme Qp-Replikation. 

Bezeichnend fur die heutige Situation ist die Tat- 
sache, dass es bis jetzt noch keine Methode gibt, 

20 die als allgemein anerkannter Diagnose-Standard ak- 
zeptiert ist, Der Nachweis von Mykobakterien mit 
.Hilfe von molekularen Methoden wird in Deutschland 
inzwischen zweimal pro Jahr durch eine nationale 
Qualitatskontrolle uberprtift. In diesen Ringversu- 

25 chen zeigten sich Schwachen bei den kommerziell er- 
haltlichen Diagnosekits und bei verschiedenen Ei- 
genentwicklungen, vor alien bei der Anwendung mit 
stark verdunnten Proben. Es wird davon ausgegangen, 
dass es sich hierbei urn systematische Schwachen der 

30 jeweils zugrunde liegenden Nachweisreaktionen han- 
delt. Daher werden alle bisher bestehenden Methoden 
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als unbef riedigend und deshalb verbesserungswurdig 
angesehen. 

Weitere wesentliche Nachteile der kommerziell er- 
halt lichen Verfahren sind insbesondere (a) eine 
5 fehlende Moglichkeit der Unterscheidung zwischen 
dem Mycobacterium tuber culos is -Komplex und nicht- 
tuberkulosen Mykobakterien, (b) eine mogliche un- 
spezifische Inhibition der Amplif ikationsreaktion 
im Nachweisverfahren bei klinischen Proben f (c) ei- 
10 ne lange Untersuchungsdauer (iiber mehrere Stunden) 
und (d) eine Beschrankung des einsetzbaren klini- 
schen Materials insbesondere auf Proben aus dem Re- 
spirationstrakt . 

Das 16S-rRNA-Gen wird bereits zum Nachweis und zur 

15 Identif izierung verschiedener humanpathogener Myko- 
bakterien mittels PCR eingesetzt (7) . Basierend auf 
diesem 16S-rRNA-Nachweissystem wird ein Algorithmus 
zur spezifischen Vervielf aitigung eines 1000 bp 
Fragments der mykobakteriellen 16S-rRNA mittels ei- 

20 nes unspezif ischen Primers und eines Gattungs- 
spezifischen Primers fur Mykobakterien vorgeschla- 
gen. Zur Bestatigung f ob das richtige Fragment ver- 
vielfaltigt wird, werden dabei Gattungs-spezif ische 
Oligonucleotidsonden eingesetzt, die mit dem ampli- 

25 fizierten Fragment hybridisieren. Im weiteren Ver- 
lauf werden Art-spezif ische Hybridisierungssonden 
eingesetzt, wobei anhand desselben amplif izierten 
Fragments die Mykobakterienarten M. tuberculosis- 
Komplex und M. avium gegenuber anderen Bakterienar- 

30 ten unterschieden werden konnen (5) . Wesentliche 
Nachteile dieser mehrstufigen Verfahren bestehen 
darin, dass diese Nachweisverfahren auf zum Teil 
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aufwSndigen Hybridisierungsverf ahren basieren und 
den Einsatz hochqualif izierter Personen erfordert. 
Daruber hinaus mussen diese Nachweisverf ahren min- 
destens uber Nacht angesetzt werden; ein Ergebnis 
5 steht also frtihestens am nSchsten Tag nach Proben- 
bereitstellung zur Verfugung (5, 6) . Patienten mus- 
sen bis zum Vorliegen der Untersuchungsergebnisse 
meist stationSr aufgenommen werden. Fur die klini- 
sche Routinediagnose sind diese Verfahren daher nur 
10 sehr bedingt einsetzbar. 

Aus dem Stand der Technik ist daher bisher kein far 
den klinischen Routineeinsatz geeignetes Verfahren 
bekannt, das sich insbesondere durch einfache An- 
wendung auszeichnet und womit es gelingt, M. tuber- 

15 culosis und M. avium schneller und spezifisch in, 
klinischem Material wie Sputum, Bronchial-La vage, 
Magensaft, Urin, Stuhl, Knochenmark, Blut oder Bi- 
opsien, insbesondere Punktatbiopsien, nachzuweisen 
und im gleichen Verfahren eine Mykobakterieninf ek- 

20 tion eindeutig von anderen mikrobiellen Infektionen 
abzugrenzen. 

DNA extrahiert aus klinischen Proben enthalt Verun- 
reinigungen, die oft dazu fiihren, dass die Enzym- 
basierte Amplif ikation, insbesondere die PCR, ge- 

25 hemmt wird. So besteht bei den bisher bekannten 
Nachweisverfahren die grofie Gefahr, dass ein nega- 
tives Ergebnis erhalten wird, obwohl tatsachlich 
eine Mykobakterieninf ektion beim Patienten vor- 
liegt. Im schlimmsten Fall wird dadurch eine beste- 

30 hende Tuberkulose ubersehen. Es besteht daher seit 
langem auch das Bedurfnis, ein Kontrollsystem zu 
entwickeln, das sogenannte „f alsch-negative" Befun- 



WO 03/085129 




PCT7EP03/03533 



de im Nachweisverf ahren ausschlieftt (Inhibiti- 
onskontrolle) . 

Es ist bekannt, dass der Einsatz der Echtzeit-PCR 
(Rapid-Cycle-PCR) , die beispielsweise mit eineiu 
5 Luf t-temperierten System ausgestattet ist und somit 
wesentlich geringere Transitions zeiten gegenuber 
einer herkommlichen PCR aufweist, zu einer deutlich 
verminderten Zeit bis zum Nachweis von beispiels- 
weise M. tuberculosis fiihrt (2) . 

10 Dariiber hinaus stellen f luorimetrische Messungen, 
insbesondere, wenn sie Rahmen des Echtzeit-PCR- 
Verfahren eingesetzt werden, eine schnelle und emp- 
findliche Methode zum Nachweis von amplif izierten 
Genf ragmenten dar. . In (3) wurde eine Echtzeit- 

15 Fluorimetrie zum Nachweis von M. tuberculosis in ■ 
Expectoraten unter Verwendung des TaqMan™-Systems 
eingesetzt . 

Das LightCycler™-System der Firma Roche Molecular 
Biochemicals, das eine Ausgestaltung der Echtzeit- 

20 PCR ist, wurde inzwischen ebenfalls zum Nachweis 
von M. bovis in Rinderstuhl sowie zum Nachweis von 
Rifampin- Oder Isoniazid-Resistenz-bedingten Muta- 
tionen in M. tuberculosis eingesetzt (11, 13) . In 
diesen beiden Studien waren die vervielf achten 

25 Fragmente typischerweise 200 Basenpaare lang. Auf- 
grund des hohen Durchsatzes eines LightCycler™- 
Systems wird namlich bisher davon ausgegangen, dass 
eine Vervielf achung von grofieren DNA-Fragmenten von 
Mykobakterien aufgrund des in Mykobakterien vorkom- 

30 menden hohen CG-Nukleotidgehaltes von ca. 65 % bis 
zu 75 % schwierig bis unmoglich ist. 
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Ausgehend vom Stand der Technik besteht ein wesent- 
licher Nachteil der bisher bekannten Nachweisreak- 
tionen darin, dass Mykobakterieninf ektionen in kli- 
nischem Material bisher noch nicht eindeutig gegen- 
5 liber nicht-mykobakteriellen Infektionen abgegrenzt 
werden konnen: Aus den Stand der Technik ist die 
Gattungs-spezif ische Region II, „genus II", auf dem 
1 6S-rRNA-Gen von Mykobakterien bekannt, wobei mit- 
tels eines spezifischen Hybridisierungssonden-Paars 

10 und einer Schmelzkurvenanalyse eine Vielzahl von 
Mykobakterienarten aufgrund eines hoheren Schmelz-- 
punktes des Sonden-Paars von anderen Bakterien- 
Arten und anderen Mikroorganismen unterschieden 
werden konnen (6) . Jedoch weisen auch bestimmte My- 

15 kobakterienarten wie M. triviale, M. agri, M. Xeno- 
pi oder M. chitae einen niedrigen Schmelzpunkt auf, 
so dass nach dem Stand der Technik eine eindeutige 
Abgrenzung der Mykobakterien von Nicht-' 
Mykobakterien, insbesondere in einem einzigen Ver- 

20 fahrensschritt, gar nicht moglich ist. 

Vor diesem Hintergrund liegt das technische Problem- 
der vorliegenden Erfindung darin, ein verbessertes. 
Verfahren bereitzustellen, das insbesondere einen 
besonders schnellen und gleichzeitig spezif ischeren 
25 Nachweis von Mykobakterieninf ektionen in klinischem 
Material verschiedenen Ursprungs und die. 
Identif izierung der Arten M. tuber culosis-Komplex 
und/oder M. avium in einem gemeinsamen Nachweisver- 
fahren ermoglicht . 

30 Die vorliegende Erfindung lost das technische Prob- 
lem durch die Bereitstellung eines Verfahrens zum 
gemeinsamen, spezifischen Nachweis einer Mykobakte- 
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rieninfektion und des Mycobacterium tuberculosis- 
Komplex und/oder von Mycobacterium avium gegenuber 
anderen Mykobakterienarten in klinischem Material, 
wobei 

5 (a) mikrobielle DNA aus dem klinischen Material 
extrahiert wird und anschlieliend 

(b) mindestens ein Fragment des 1 6S-rRNA-Gens aus 
der mikrobiellen DNA mit einem Primerpaar umfassend 
die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 5 

10 amplifiziert wird 
oder 

mit zwei Primerpaaren, wobei das eine Primerpaar 
die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 2/SEQ ID NO: 3 
umfasst und das andere Primerpaar unmittelbar davor 
15 oder danach oder gleichzeitig eingesetzt wird und 
die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 5 
umfasst, amplifiziert wird und anschlieliend 

(c) das mindestens eine amplif izierte 16S-rRNA- 
Genfragment mittels mindestens eines Paares mar- 

20 kierter Hybridisierungssonden, die mit hypervariab- 
len Art-spezif ischen Regionen des 16S-rRNA- 
Fragments von Mykobakterien hybridisieren, detek- 
tiert wird, wobei das Paar markierter Hybridisie- 
rungssonden zum Nachweis des M- tuberculosis- 

25 Komplex die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 6/SEQ ID 
NO: 7 oder das Paar der komplementaren Sequenzen 
davon beinhaltet und wobei das Paar der markierten 
Hybridisierungssonden zum Nachweis von M. avium die 
Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 8 /SEQ ID NO: 9 

30 oder das Paar der komplementaren Sequenzen davon 
beinhaltet, und anschlieliend, gleichzeitig oder 
zeitlich unmittelbar davor 
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(d) das mindestens eine amplif izierte 16S-rRNA- 
Genfragment mittels eines Paars markierter Hybridi- 
sierungssonden, das mit der Gattungs-spezif ischen- 
Region III des 16S-rRNA-Fragments hybridisiert , de- 

5 tektiert wird, wobei das Paar die Nucleotidsequen- 
zen SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 11 oder das Paar der 
komplementaren Sequenzen davon beinhaltet, und wo- 
bei 

(e) der spezifische Nachweis der Mykobakterien- 
10 Gattung . und der Nachweis des M. tuberculosis- 

Komplex und/oder von M. avium in den Schritten (c) 
und (d) mittels Schmelzkurvenanalyse erfolgt. 

Die Erfindung sieht vorteilhaf terweise also vor, 
dass in einem einheitlichen gemeinsamen Verfahrens- 

15 gang der Nachweis von Mykobakterien als Gattung zu- 
sammen mit dem Art-spezif ischen Nachweis von M. tu- 
berculosis -Komplex ermoglicht wird. Die Erfindung 
ermoglicht auch einen gemeinsamen einheitlichen 
spezifischen Nachweis der Gattung Mycoibacterium zu- 

20 sammen mit dem Art-spezif ischen Nachweis von M. a- 
vium. Schlieiilich erm6glicht die Erfindung auch den 
gemeinsamen spezifischen Nachweis von Bakterien der 
Gattung MycoJbacteriuin zusammen mit dem Art- 
spezifischen Nachweis von M. tuberculosis -Komplex 

25 und von M. avium. 

Ein wesentlicher Vorteil des erf indungsgemafien Ver- 
fahrens ist, dass in dem eingesetzten kombinierten 
Nachweisverfahren zur Diagnose von Mykobakterienin- 
fektionen sowohl eine bestehende Mykobakterienin- 
30 fektion gegeniiber anderen mikrobiellen Infektion 
als auch eine bestehende Tuberkulose gegeniiber 
nicht-tuberkulosen Infektionen eindeutig und sicher 
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erkannt werden kann. Dieser Nachweis war in so vor- 
teilhafter Weise nach dem Stand der Technik nicht 
moglich. 

Der eindeutige Nachweis einer Mykobakterieninf ekti- 
5 on gegeniiber anderen mikrobiellen Infektionen fin- 
det erfindungsgemafl durch Analyse der Schmelztempe- 
raturen der Hybridisierung des Gattungs- 
spezifischen Hybridisierungssonden-Paars, das die 
Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 11 oder 

10 das Paar der komplementaren Sequenzen da von bein- 
haltet, mit der Gattungs-spezif ischen Region III 
des 16S-rRNA-Gens statt. In den erf indungsgemalien 
Nachweisverfahren zeichnen sich Mykobakterienstamme 
durch Schmelztemperaturen von mindestens 55 °C, ins- 

15 besondere von 55°C und 61,5°C aus. In einer weite-. 
ren Variante dieses Nachweisverf ahrens kann bei 
Auftreten der Schmelztemperatur von 55 °C der Myko- 
bakterienstamm M. chelonae eindeutig gegenuber al- 
ien anderen Mykobakterienstammen, die insbesondere 

20 eine Schmelztemperatur von 61,5°C aufweisen, iden- 
tifiziert und eine Mykobakterieninf ektion durch 
M. chelonae nachgewiesen werden. 

Als weiterer Vorteil erlaubt das erf indungsgemafie 
Verfahren neben dem eindeutigen und sicheren Nach- 
25 weis einer tuberkulosen Infektion den eindeutigen 
und sicheren Nachweis einer nicht-tuberkulosen In- 
fektion ausgelost durch M. avium. 

Der eindeutige Nachweis einer tuberkulosen Infekti- 
on durch Stairane des M. tuiberculosis-Komplex findet 
30 erf indungsgemaii durch Analyse der Schmelztemperatu- 
ren der Hybridisierung des Art-spezif ischen Hybri- 
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disierungssonden-Paars fur den M. tuberculosis- 
Komplex, das die Nucleotidsequenzen SEQ ID 
NO: 6/SEQ ID NO: 7 oder das Paar der komplementaren 
Sequenzen davon beinhaltet, mit der Art- 
5 spezifischen Region des 16S-rRNA-Gens statt. In den 
erf indungsgemailen Nachweisverf ahren zeichnen sich 
Stamme des M. tuber culosis-Komplex durch Schnielz- 
temperaturen von mindestens 55°C, insbesondere von 
64°C aus. 

10 Der eindeutige Nachweis einer tuberkulosen Infekti- 
on durch M. avium findet erf indungsgemafi durch Ana- 
lyse der Schmelzteitiperaturen der Hybridisierung des 
Art-spezif ischen Hybridisierungssonden-Paars fur 
M. avium, das die Nucleotidsequenzen SEQ ID 

15 NO: 8 /SEQ ID NO: 9 oder das Paar der komplementaren 
Sequenzen davon beinhaltet , mit der Art- 
spezif ischen Region des 16S-rRNA-Gens statt. In den 
erfindungsgemaiien Nachweisverf ahren zeichnet sich 
M. avium durch Schmelzteitiperaturen von mindestens 

20 55 °C, insbesondere von 6.1 °C aus. 

Erf indungsgemali bevorzugt wird das vorgenannte Ver- 
-f ahren mit einem erfindungsgemafien internen Stan- 
dard in Form von kunst lichen Plasmiden, Kon- 
trollplasmiden,- zur Identif izierung sogenannter 

25 „falsch-negativer" Befunde durchgef uhrt . In einer 
Variante ist dazu vorgesehen, dass ein erster Teil 
der extrahierten mikrobiellen DNA dem vorgenannten 
Verfahren mit den Schritten (a) bis (e) unterzogen 
wird und ein zweiter Teil der extrahierten mikro- 

30 biellen DNA in einem zum vorgenannten Verfahren pa- 
rallelen Ansatz 
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(a' ) mit mindestens einem kiinstlichen Plasmid vor- 
zugsweise subcloniert in pGEM-T, das als interner 
Standard dient, vermischt wird, wobei das kiinstli- 
che Plasmid eine Gattungs-spezif ische Region III 
5 der 16S-rRNA mit einer modif izierten Nucleotidse- 
quenz umfasst, und anschlieliend 

(b') Fragmente der modif izierten 16S-rRNA-Gene mit- 
tels mindestens eines Primerpaares ausgewahlt aus 
der Gruppe der Primerpaare bestehend aus den Nucle- 
10 otidsequenz-Paaren SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 5 und 
SEQ ID NO: 4 /SEQ ID NO: 5 vervielfacht werden und 
anschlieliend 

(c') die vervielfachten 16S-rRNA- Fragmente mittels 
eines Paars markierter Hybridisierungssonden detek- 
15 tiert werden, die mit der modif izierten Gattungs- 
spezifischen Region III hybridisieren, wobei das 
Paar der markierten Hybridisierungssonden die Nuc- 
leotidsequenzen SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 11 umfasst 
und wobei 

20 (d' ) wahrend der Detektion der spezif ische Nachweis 
der 16S-rRNA- Fragmente von Mykobakterien und der 
modif izierten 16S-rRNA-Fragmente des internen Stan- 
dards mittels Schmelzkurvenanalyse erfolgt. 

In einer weiteren bevorzugten Variante des erfin- 
25 dungsgemaiien Verfahrens werden die Schritte (a), 
(b) , (c) , (d) und (e) des vorgenannten Verfahrens 
durchgefuhrt, wobei das mindestens eine kunstliche 
Plasmid in Schritt (a) mit der gesamten extrahier- 
ten mikrobiellen DNA vermischt wird und nach Ampli- 
30 fikation gemafl Schritt (b) die Detektion und 
Schmelzkurvenanalyse zum Nachweis der vervielfach- 
ten 16S-rRNA- Fragmente von Mykobakterien und der 
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modifizierten 16S-rRNA-Fragmente des internen Stan- 
dards, insbesondere gleichzeitig, gemafi der Schrit- 
te (c') und (d' ) durchgefuhrt wird. 

Durch den Einsatz eines Kontrollplasmids im erfin- 
5 dungsgemafien Nachweisverf ahren gelingt es vorteil- 
haft, den Erfolg der Amplif ikationsreaktion bereits 
wahrend der Nachweisreaktion von Mykobakterien zu 
kontrollieren, urn damit besonders schnell ein si- 
cheres und eindeutiges Ergebnis zu erhalten. Insbe- 
10 sondere sogenannte „f alsch-negative" Befunde bei 
Hemmung der Amplif ikation sind durch Verwendung des 
erfindungsgemaflen Plasmids als interner Standard 
praktisch ausgeschlossen. Damit sind Spezifitat und 
Selektivitat des erfindungsgemaBen Verfahrens ge- 
15 geniiber dem Stand der Technik deutlich erhoht. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter den Formulierungen „Primerpaar beinhaltend 
oder umfassend die Nucleotidsequenzen", „ein Paar 
Hybridisierungssonden beinhaltend oder umfassend 

20 die Nucleotidsequenzen" oder ahnlichen verstanden, 
dass die jeweiligen Nucleotidsequenzen oder das 
.Paar von Nucleotidsequenzen jeweils die in Bezug 
genommenen Nucleotidsequenzen aufweisen/auf weist, 
das heifit, dass diese Nucleotidsequenzen oder das 

25 Paar davon aus den konkret genannten Nucleotidse- 
quenz allein bestehen/besteht oder gegebenenf alls 
weitere Sequenzen umf assen/umf asst . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter dem Begriff Mycobacterium tuberculosis- 
30 Komplex" die tuberkulosen Mykobakterienarten 
Mycobacterium tuberculosis, insbesondere der Stamm 
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H37Rv, unci Mycobacterium Jbovis, insbesondere der 
Stamm R99, wobei diese Stamme Erreger der Krankheit 
Tuberkulose sind, sowie der Stamm BCG Pasteur des 
Mycobacterium bovis verstanden. 

5 . Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erf indung wird 
unter dem Begriff „tuberkulos" eine Eigenschaft be- 
schrieben, die sich auf Mycobacterium tuberculosis, 
insbesondere den Stamm H37Rv, und Mycobacterium bo- 
vis, insbesondere den Stamm R99, im engeren Sinne 
10 sowie auf den Stamm BCG Pasteur des Mycobacterium 
bovis im weiteren Sinne bezieht und das Krankheits- 
bild der Tuberkulose bewirkt. 

Im. Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter der Bezeichnung ^Mycobacterium avium" die 
15 nicht-tuberkulosen Mykobakterienarten Mycobacterium 
avium, insbesondere der Stamm ATCC35712, und deren 
Unterart Mycobacterium paratuberculosis, insbeson- 
dere der Stamm Pat. 6783, verstanden. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
20 unter dem Begriff „nicht-tuberkul5s" eine Eigen- 
schaft verstanden, die im Zusammenhang mit einer 
anderen Erkrankung als der Tuberkulose steht und 
insbesondere eine Mykobakteriose ist. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
25 den unter klinischem Material klinische Proben wie 
Sputum, Bronchiallavage, Magensaft, Urin, Stuhl, 
Liquor, Knochenmark, Blut oder Biopsien, insbeson- 
dere Punktat-Biopsien, beispielsweise aus Hals- 
lymphknoten, verstanden. 
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Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erf indung wird 
unter dem Begriff „modif izierte Nucleotidsequenz" 
eine Nucleinsauresequenz verstanden, die sich durch 
Austausch, Inversion, Deletion oder Addition von 
5 mindestens einem Nucleotid, auch einem ungewohnli- 
chen oder synthetischen Nucleotid, von ihrer ur- 
spriinglichen Sequenz, d.h. der Wildtyp-Sequenz, in 
mindestens einem Nucleotid, bevorzugt in zwei Nuc-< 
leotiden, unterscheidet . In diesem Zusammenhang 
10 wird unter dem Begriff „modif iziert" eine Eigen- 
schaft verstanden, die sich auf eine „modif izierte 
Nucleotidsequenz" bezieht. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorgenann- 
ten Verfahren wird die Amplif ikation der Genfrag- 

15 mente des 16S-rRNA-Gens mittels Polymerase- 
Kettenreaktion (PGR) durchgef iihrt . Bevorzugt wird 
die Amplif ikation mittels Echtzeit-PCR (Rapid- 
Cycle-PCR) durchgef iihrt . Im Echtzeit-PCR Verfahren 
ist es moglich, die Vervielf achung der PCR-Produkte 

20 in Echtzeit Amplif ikations-Zyklus fur Amplifikati- 
ons-Zyklus zu beobachten. Besonders bevorzugt wird 
die Amplif ikation in einem LightCycler™-System der 
-Firma Roche Molecular Biochemicals durchgef iihrt , 
das eine Ausgestaltung der Echtzeit-PCR ist. 

25 Zu diesem Zweck werden insbesondere der PCR- 
Ausgangsmischung neben der Polymerase, den Nucleo- 
tides den Puf f erlosungen und den Primern auch 
Hybridisierungssonden zugegeben, die spezifisch an 
die gewiinschten PCR-Amplif ikationsprodukte binden. 

30 Dabei werden insbesondere zwei Sequenz-spezif ische 
Oligonucleotidsonden verwendet, die mit verschiede- 
nen Farbstoffen markiert sind. Die Sequenzen der 
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erf indungsgemaiien markierten Hybridisierungssonden- 
Paare sind so ausgewahlt, dass sie auf eine Weise 
an die Zielsequenzen des amplif izierten DNA- 
Fragments hybridisieren, dass insbesondere das 3'- 
5 Ende der einen Sonde dicht bei dem 5'-Ende der an- 
deren Sonde liegt, wodurch die beiden Farbstoffe in 
unmittelbare Nachbarschaf t zueinander gebracht wer- 
den, insbesondere betragt der Abstand zwischen den 
beiden Sonden zwischen 1 und 5 Nucleotide. Insbe- 

10 sondere kommt es zu einem Fluoreszenz-Resonanz- 
Energietransfer (FRET) zwischen den beiden Farb- 
stoffen der Hybridisierungssonden und damit zu ei- 
ner Verschiebung des Fluoreszenzspektrums, wobei 
das Mafi an Fluoreszenz in diesem Wellenlangenbe- 

15 reich eine Funktion der Menge an detektierter DNA 
ist. 

Durch das FRET-System sind erf indungsgemaii quanti- 
tative Messungen der Menge amplif izierter DNA- 
Fragmente vorgesehen. Die erf indungsgemaiien ausge- 

20 wahlten Hybridisierungssonden konnen quantitativ, 
also stochiometrisch, an die amplif izierten Frag- 
mente binden. Dabei ist die quantitative Hybridi- 
sierung insbesondere abhangig von der Temperatur 
und dem Homologiegrad der verwendeten Oligo- 

25 nucleotidsonden mit der detektierten Sequenz auf 
dem amplif izierten Fragment. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird die vor- 
genannte f luorimetrische Detektion spezifischer 
DNA-Sequenzen in den amplif izierten Fragmenten nach 
30 einer Amplif ikation der Fragmente mittels herkomm- 
licher PCR durchgef uhrt . In einer besonders bevor- 
zugten Ausfuhrungsf orm wird die f luorimetrische De- 
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tektion in einer Echtzeit-PCR wahrend der Amplifi- 
kationsreaktionen durchgef uhrt , wobei beispielswei- 
se die Zunahme an produzierter DNA als Zunahme im 
Fluoreszenzsignal verfolgt werden kann. 

5 In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des vorgenann- 
ten erfindungsgemalien Verfahrens erfolgt die spezi- 
fische Detektion Art-spezif ischer und/oder Gat- 
tungs-spezif ischer Regionen im amplif izierten DNA- 
Fragment nach Beendigung der Amplif ikationsreakti- 

10 on, wobei nach Hybridisierung des Hybridisierungs- 
sonden-Paars, bevorzugt eines FRET-Paars an die zu 
detektierenden Regionen die Temperatur im Rahmen . 
einer Schmelzkurvenanalyse verandert wird, bevor- 
zugt kontinuierlich erhoht wird, und gleichzeitig 

15 die in Abhangigkeit von der Temperatur emittierte 
Fluoreszenz gemessen wird. Auf diese Weise wird ei- 
ne Schmelztemperatur bestimmt, bei der die Hybridi- 
sierungssonden, insbesondere das eingesetzte FRET- 
Paar, gerade nicht mehr an die zu detektierende Re- 

20 gion des amplif izierten DNA-Fragments hybridisie- 
ren. Der wesentliche Aspekt einer Schmelzkurvenana- 
lyse besteht darin, dass es bei Auftreten von Fehl- 
-paarungen zwischen dem eingesetzten Hybridisie- 
rungssonden-Paar und der Zielregion auf dem ampli- 

25 fizierten DNA-Fragment zu einer Reduktion des ge- 
messenen Schmelzpunktes kommt. Auf diese Weise wer- 
den erf indungsgemaB mit Hybridisierungssonden, ins- 
besondere mit einem FRET-Paar, die Regionen von 
DNA- Fragment en identif iziert , deren Sequenzen sich 

30 voneinander nur geringfiigig, insbesondere durch ei- 
ne oder wenige Punktmutationen, in der Nucleotidse- 
quenz unterscheiden . 
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In vorteilhafter Weise besitzt das 16S-rRNA-Gen von 
Mykobakterien sowohl konservierte als auch hochva- 
riable Regionen, die beispielsweise eine Gattungs- 
spezifische Amplif ikation von DNA-Fragmenten mit- 
5 tels Gattungs-spezif ischer Primer erlaubt. Erf in- 
dungsgemafi werden daher die vorgenannten Verfahren 
der Fluoreszenzdetektion in Verbindung rait der 
Schmelzkurvenanalyse zum spezifischen Nachweis der 
Gattungs-spezif ischen Region III und der hypervari- 
10 ablen Art-spezif ischen Regionen des M. tuberculo- 
sis-Komplex und M. avium auf dem 16S-rRNA-Gen ein- 
gesetzt . 

Aus dem Stand der Technik ist bekannt, dass myko- 
bakterielle 16S-rRNA-Gene jeweils zwei Art- 

15 spezifische und zwei Gattungs-spezif ische Regionen 
enthalten, siehe Figur 1: , species (A)' und , spe- 
cies (B) 9 beziehungsweise , genus II' und , genus I'. 
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird eine 
dritte Gattungs-spezif ische Region auf dem 16S- 

20 rRNA-Gen beschrieben, siehe Figur 1: , genus III' 
(erf indungsgemafi) . 

.In Figur 1 sind zusatzlich schematisch die Primer- 
paare dargestellt, die zur Amplif ikation der ausge- 
wahlten Art-spezif ischen beziehungsweise Gattungs- 
25 spezifischen Regionen verwendet werden. 

Erfindungsgem&JJ wird zur Amplif ikation der Gat- 
tungs-spezif ischen Region III 1 6S-rRNA-Gens von My- 
kobakterien das Primerpaar umfassend die Nucleotid- 
sequenzen SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 5 eingesetzt. 
30 In einer bevorzugten Variante besteht das Primer- 
paar aus degenerierten oder mutierten Sequenzen 
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oder Fragmenten davon, die jeweils mit den Nucleo- 
tidsequenzen SEQ ID NO: 1 und SEQ ID NO: 5 hybridi- 
sieren, wovon sie abgeleitet sind, wobei jeweils 
ein Homologiegrad von mindestens 90 %, bevorzugt 
5 von mindestens 95 %, besonders bevorzugt von min- 
destens 98 % besteht. 

Das mit den vorgenannten Primerpaar amplif izierte 
1000 bp lange Fragment enthalt sowohl die konser- 
vierte Gattungs-spezif ische Region III als auch die 
10 hochvariablen Art-spezif ischen Regionen des M. tu- 
berculosa s-Komplex und M. avium. 

Als besonders uberraschend wurde mit dem erfin- 
dungsgem&lien Verfahren gefunden, dass insbesondere 
mit dem LightCycler™-System - im Gegensatz zur 
gSngigen Lehrmeinung - eine effektive Amplif ikation 
dieses 1000 bp Fragments und der erf indungsgemalie 
Nachweis der Gattungs- und Art-spezif ischen Regio- 
nen auf diesem Fragment erzielt werden konnte, ob- 
wohl dieses Fragment aus Mykobakterien einen hohen 
GC-Gehalt besitzt. Erf indungsgemafi bevorzugt kann 
daher mittels eines einzigen amplif izierten Frag- 
ments des 16S-rRNA-Gens von Mykobakterien ein Gat- 
tungs-spezif ischer Nachweis einer Mykobakterienin- 
fektion gegeniiber anderen mikrobiellen Infektionen 
und der Art-spezif ische Nachweis des M. tiube-rculo- 
sis-Komplex und M. avium durchgefUhrt werden. 

Erf indungsgemafi ist aulierdem die zusatzliche oder 
alternative Verwendung von zwei weiteren Primerpaa- 
ren vorgesehen, wobei ein Primerpaar ein insbeson- 
30 dere 300 bp langes Fragment des 16S-rRNA-Gens von 
Mykobakterien amplif iziert, das die Art- 
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spezifischen Regionen des M. tuberculosis-Komplex 
und M. avium enthalt, wobei dieses Primerpaar aus 
den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 2/SEQ ID NO: 3 
besteht, und das zweite Primerpaar ein 100 bp lan- 
5 ges Fragment desselben Gens amplif iziert , das die 
Gattungs-spezifische Region III enthalt, wobei die- 
ses Primerpaar die Nucleotidsequenzen SEQ ID 
NO: 4 /SEQ ID NO: 5 umfasst. In einer bevorzugten 
Variante bestehen die zwei Primerpaare aus den Paa- 

10 ren degenerierter oder mutierter Sequenzen oder 
Fragmenten davon, die jeweils mit den Nucleotidse- 
quenz-Paaren SEQ ID NO: 2/SEQ ID NO: 3 und SEQ ID 
NO: 4 /SEQ ID NO: 5 hybridisieren, wovon sie abge- 
leitet sind, wobei jeweils ein Homologiegrad von 

15 mindestens 90: %, bevorzugt von mindestens 95 %, be- 
sonders bevorzugt von mindestens 98 % besteht. 

Erfindungsgemali wird zur Detektion der vorgenannten 
amplif izierten 16S-rRNA-Fragmente von Mykobakte- 
rien, die die Gattungs-spezifische Region III 

20 und/oder die Art-spezif ischen Regionen des M. tu- 
jbercuIosis-Komplex und M. avium enthalten, ein Paar 
markierter Hybridisierungssonden eingesetzt, das 
mit der konservierten Gattungs-spezif ischen Region 
III hybridisiert, wobei dieses Paar die Nucleotid- 

25 sequenzen SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 11 oder die kom- 
plementaren Sequenzen davon beinhaltet. Bevorzugt 
wird dabei das Hybridisierungssonden-Paar als FRET- 
Paar ausgefiihrt, wobei die Hybridisierungssonde mit 
der Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 10 oder der komple- 

30 mentaren Sequenz davon als Donor-Komponente (= An- 
ker-Sonde) ausgefiihrt ist, die vorzugsweise am 3'- 
terminalen Nucleotid mit einem Farbstoff, vorzugs- 
weise mit einem Fluoreszenz-Farbstof f , besonders 
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bevorzugt mit Fluorescein assoziiert ist, und die 
zweite Hybridisierungssonde bestehend aus der Nuc- 
leotidsequenz SEQ ID NO: 11 oder der komplementaren 
Sequenz davon als Akzeptor-Komponente (= Sensor- 
5 Sonde) ausgefiihrt ist, die vorzugsweise am 5'- 
terminalen Nucleotid mit einem weiteren Farbstoff, 
vorzugsweise mit einem Rhodamin-Derivat assoziiert 
ist . 

ErfindungsgemaJi wird die Detektion der vorgenannten 
10 die Art-spezif ischen Regionen enthaltenden 16S- 
rRNA- Fragment e mit mindestens einem Paar markierter 
Hybridisierungssonden durchgefiihrt, wobei bevorzugt 
die markierten Hybridisierungssonden-Paare als 
FRET-Paare ausgefiihrt sind. Dabei werden analog zum 
15 Vorgenannten zur spezif ischen Detektion der Myko- 
bakterienarten M. tubercuIosis-Komplex und M. avium 
die erfindungsgemafien Art-spezif ischen Hybridisie- 
rungssonden-Paare eingesetzt, wobei jeweils ein 
Hybridisierungssonden-Partner (SEQ ID NO: 6 oder 
20 das Komplement beziehungsweise SEQ ID NO: 8 oder 
das Komplement) als Donor-Komponente (= Anker- 
Sonde) ausgefiihrt ist, die vorzugsweise am 3'- 
terminalen Nucleotid mit einem Farbstoff, vorzugs- 
weise mit einem Fluoreszenz-Farbstof f , besonders 
25 bevorzugt mit Fluorescein assoziiert ist und der 
jeweils andere Hybridisierungssonden-Partner (SEQ 
ID NO. 7 oder Komplement beziehungsweise SEQ ID 
NO: 9 oder Komplement) als Akzeptor-Komponente (= 
Sensor-Sonde) ausgefiihrt ist, die vorzugsweise am 
30 5'-terminalen Nucleotid mit einem weiteren Farb- 
stoff, vorzugsweise mit einem Rhodamin-Derivat as- 
soziiert ist. 
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In bevorzugten Varianten der vorgenannten Ausfuh- 
rungsf ormen ist das Rhodamin-Derivat LightCycler- 
Red 640; in weiteren bevorzugten Varianten der vor- 
genannten Ausfuhrungsform ist das Rhodamin-Derivat 
5 LightCycler-Red 705; in weiteren bevorzugten Vari- 
anten der vorgenannten Ausfuhrungsform ist das Rho- 
damin-Derivat Cy5. 

In einer Variante des erf indungsgemaften Nachweis- 
verfahrens werden zur Markierung der Hybridisie- 

10 rungssonden-Paare jeweils dieselben Donor-Akzeptor- 
Farbstoffe verwendet, bevorzugt Fluores- 

cein/LightCycler-Red 640, wobei die Schmelzkurven- 
analyse mit dem Gattungs-spezif ischen Sonden-Paar 
zum Nachweis von Mykobakterien zeitlich oder raum- 

15 lich getrennt von der Schmelzkurvenanalyse mit ei- 
nem der Art-spezif ischen Hybridisierungssonden- 
Paare zum Nachweis des M. tuberculosis-Komplex oder 
von M. avium insbesondere in jeweils parallelen An- 
satzen erfolgt. 

20 In einer weiteren Variante des erf indungsgemafien 
Nachweisverf ahrens werden zur Markierung der Hybri- 
.disierungssonden-Paare jeweils verschiedene Donor- 
Akzeptor-Farbstof f e verwendet, wobei die Schmelz- 
kurvenanalyse mit dem Gattungs-spezif ischen Sonden- 

25 Paar zum Nachweis von Mykobakterien, das bevorzugt- 
mit Fluorescein/LightCycler-Red 640 markiert ist, 
zeitlich und raumlich zusammen in einem Ansatz mit 
der Schmelzkurvenanalyse mit einem der Art- 
spezifischen Hybridisierungssonden-Paare, das be- 

30 vorzugt mit Fluorescein/LightCycler-Red 705 mar- 
kiert ist, zum Nachweis des M. ±uJberculosis-Komplex 
oder von M. avium erfolgt, wobei bevorzugt im 
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LightCycler™-System die Fluoreszenz des Gattungs- 
spezifischen Sonden-Paars mit einem Photodetektor- 
Kanal und die Fluoreszenz eines Art-spezif ischen 
Sonden-Paars mit dent zweiten Photodektor-Kanal re- 
5 gistriert wird. 

In diesem Zusammenhang sind ein weiterer Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung Oligonucleotidprimer- 
Paare zur Vervielf altigung von 16S-rRNA-Fragmenten 
aus extrahierter bakterieller DNA zum spezifischen 

10 Nachweis von Mykobakterien und zur Unterscheidung 
des Mycobacterium tuberculos is -Komplex und Mycobac- 
terium avium von anderen Mykobakterienarten in kli- 
nischem Material, wobei ein Primerpaar die Nucleo- 
tidsequenzen SEQ ID NO: 2/SEQ ID NO: 3 oder ein 

15 Paar degenerierter oder mutierter Nucleotidsequen- 
zen oder Fragmente davon umfasst. Die degenerierten 
oder mutierten Nucleotidsequenzen haben die Eigen- 
schaft, jeweils mit den Sequenzen SEQ ID NO: 2/SEQ 
ID NO: 3 zu hybridisieren, wobei jeweils ein Homo- 

20 logiegrad von mindestens 90 %, bevorzugt von min- 
destens 95 %, besonders bevorzugt von mindestens 
98 %, bevorzugt ist. 

Die Erfindung betrifft auch ein zweites Primerpaar 
mit einem Primer mit der Nucleotidsequenz SEQ ID 

25 NO: 4 oder einer degenerierten oder mutierten Nuc- 
leotidsequenz oder ein Fragment davon, das mit der 
Sequenz SEQ ID NO: 4 hybridisiert, wobei ein Homo- 
logiegrad von mindestens 90 %, bevorzugt von min- 
destens 95 %, besonders bevorzugt von mindestens 

30 98 % bevorzugt ist. 



WO 03/085129 PCT/EP03/03533 

-26- 



In diesem Zusammenhang sind ein weiterer Gegenstand 
der vorliegenden Erf indung . Oligonucleotid- 
Hybridisierungssonden-Paare zum spezifischen Nach- 
weis von Mykobakterien und zur Unterscheidung des 
5 Mycobacterium tuJberculosis-Komplex und Mycobacteri- 
um avium von anderen Mykobakterienarten in klini- 
schem Material, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 10/SEQ ID 
NO: 11 oder dem Paar der komplementaren Sequenzen 
10 davon, den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 6/SEQ ID 
NO: 7 Oder dem Paar der komplementaren Sequenzen 
davon und den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 8 /SEQ 
ID NO: 9 oder dem Paar der komplementaren Sequenzen 
davon . 

15 In diesem Zusammenhang- ist ein weiterer Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung ein kunstliches Plasmid, 
Kontrollplasmid, vorzugsweise erhalten durch Subc- 
lonierung des 16S-rRNA-Gens in pGEM-T, das als in- 
terne Kontrolle der Amplif ikation (Inhibiti- 

20 onskontrolle) und des spezifischen Nachweises von 
16S-rRNA-Fragmenten von Mykobakterien dient und ei- 
ne Nucleins&uresequenz der modif izierten Gattungs- 
spezifischen Region III des 16S-rRNA-Gens enthalt. 
Vorzugsweise ist das erf indungsgemafte Kontroll- 

25 plasmid durch Nucleotid-Austausch, Nucleotid- 
Addition, Nucleotid-Deletion und/oder Nucleotid- 
Inversion mindestens eines Nucleotids, bevorzugt 
zweier Nucleotide von der Wildtyp-Nuclein- 
sauresequenz der Gattungs-spezif ischen Region III 

30 des 16S-rRNA-Gens abgeleitet. In einer weiteren Va- 
riante umfasst das kunstliche Plasmid die Nucleo- 
tidsequenz SEQ ID NO: 14 oder SEQ ID NO: 15, worin 
jeweils ein Nucleotid gegenuber der Wildtyp-Sequenz 



WO 03/085129 PCT/EP03/03533 

-27- 



ausgetauscht ist. Besonders uberraschend wurde da- 
bei gefunden, dass durch den Ersatz des einen Nuc- 
leotids eine Reduktion der Schmelz temper a tur der 
Gattungs-spezif ischen Hybridisierungssonden von un- 
5 gefahr 1°C eintritt. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Variante 
umfasst das kiinstliche Plasmid die Nucleotidsequenz 
SEQ ID NO: 16 oder SEQ ID NO: 17, worin jeweils 
zwei Nucleotide gegenuber der Wildtyp-Sequenz aus- 

10 getauscht sind. Besonders Uberraschend wurde dabei 
gefunden, dass durch den Ersatz der zwei Nucleotide 
eine Reduktion der Schmelztemperatur der Gattungs- 
spezifischen Hybridisierungssonden von ungefahr 
14,5°C eintritt. Dies erlaubt vorteilhafter Weise 

15 den gleichzeitigen Einsatz der modif izierten 16S- 
rRNA zusammen mit der nachzuweisenden Wildtyp-16S- 
rRNA in einem Ansatz zur Schmelz kurvenanalyse, ins- 
besondere mittels des erf indungsgemafien Gattungs- 
spezif ischen Hybridisierungssonden-Paars, da ihre 

20 Schmelztemperatur en unterscheidbar weit auseinan- 
derliegen und somit das nachzuweisende Wildtyp-16S- 
rRNA-Fragment unbeeinf lusst vom internen Standard 
-detektiert und erkannt werden kann. 

In diesem Zusammenhang ist ein weiterer Gegenstand 
25 der vorliegenden Erfindung ein Diagnosekit zum spe- 
zifischen Nachweis einer Mykobakterieninf ektion und 
von M. tuberculosis und M. avium in klinischem Ma- 
terial gemafi den erf indungsgemaflen Verfahren, das 
mindestens eine Polymerase, mindestens eines, vor- 
30 zugsweise alle der vorgenannten Primerpaare und 
mindestens eines, vorzugsweise alle der vorgenann- 
ten Hybridisierungssonden-Paare umfasst. Erf in- 
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dungsgemafi bevorzugt umfasst das Diagnosekit zu- 
satzlich mindestens ein erf indungsgemaBes kiinstli- 
ches Kontrollplasmid als internen Standard. 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich 
5 aus den Unteransprtichen. 
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Die Erfindung wird anhand des Sequenzprotokolls, 
25 das die Sequenzen Nr. 1 bis 17 enthalt, anhand der 
Figuren 1 bis 4 sowie anhand der Beispiele 1 bis 8 
naher erlautert. 

SEQ ID NO: 1 - "sense"-Primer („f orward xx -Primer) 
des Primer-Paares zur Amplif ikation eines 1000 bp- 
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Fragments des 16S-rRNA-Gens von Mykobakterien, ent- 
haltend die Art-spezif ische Regionen des M. tuber- 
culosis-Komplex und von M. avium und die Gattungs- 
spezifische Region III der Gattung Mycobacterium, 

5 SEQ ID NO: 2 - "sense"-Primer („f orward^-Primer) 
des Primer-Paares zur Amplif ikation eines 300 bp- 
Fragments des 16S-rRNA-Gens von Mykobakterien, ent- 
haltend die Art-spezif ische Regionen des M. tuber- 
culosis-Komplex und von M. avium, 

10 SEQ ID NO: 3 - "antisense"-Primer ( „reverse x> - 
Primer) des Primer-Paares zur Amplif ikation eines 
300 bp-Fragments des 1 6S-rRNA-Gens von Mykobakte- 
rien, enthaltend die Art-spezif ische Regionen des 
M. tuiberculosis-Komplex und von M. avium, 

15 SEQ ID NO: 4 - ^senses-Primer (^forwards-Primer)- 
des Primer-Paares zur Amplif ikation eines 100 bp- 
Fragments des 1 6S-rRNA-Gens von Mykobakterien, ent- 
haltend die Gattungs-spezif ische. Region III der 
Gattung Mycobacterium, 

20 SEQ ID NO: 5 - M antisense"-Primer („reverse M - 
Primer) a) des Primer-Paares zur Amplif ikation ei- 
nes 1000 bp-Fragments des 16S-rRNA-Gens vom Myko- 
bakterien, enthaltend die Art-spezif ische Regionen 
des M. tuberculosi s-Komplex und von M. avium und 

25 die Gattungs-spezif ische Region III der Gattung My- 
cobacterium, und b) des Primer-Paares zur Amplifi- 
kation eines 100 bp-Fragments des 16S-rRNA-Gens vom 
Mykobakterien, enthaltend die Gattungs-spezif ische 
Region III der Gattung Mycobacterium, 
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SEQ ID NO: 6 - "antisense"-Hybridisierungssonde, 
insbesondere Donor-Komponente, des Sondenpaars zur 
Detektion der Art-spezif ischen Region des M. tuber- 
cuIosis-Komplex, 

5 SEQ ID NO: 7 - "sense"-Hybridisierungssonde, insbe- 
sondere Akzeptor-Komponente, des Sondenpaars zur 
Detektion der Art-spezif ischen Region des M. tuber- 
culosis-Komplex, 

SEQ ID NO: 8 - "antisense"-Hybridisierungssonde, 
10 insbesondere Donor-Komponente, des Sondenpaars zur 
Detektion der Art-spezif ischen Region von M. avium, 

SEQ ID NO: 9 - n sense"-Hybridisierungssonde, insbe- 
sondere Akzeptor-Komponente, . des Sondenpaars zur 
Detektion der Art-spezif ischen Region von M. avium, • 

15 SEQ ID NO: 10 - x> antisense"-Hybridisierungssonde, 
insbesondere Donor-Komponente, des Sondenpaars zur 
Detektion der Gattungs-spezif ischen Region III der 
Gattung Mycobacterium, 

SEQ ID NO: 11 - "sense"-Hybridisierungssonde, ins- 
20 besondere Akzeptor-Komponente, des Sondenpaars zur 
Detektion der Gattungs-spezif ischen Region III der 
Gattung Mycobacterium, 

SEQ ID NO: 12 - Xx sense"-Primer ( „f orward"- Primer) 
des Primer-Paares zur Amplif ikation des kompletten 
25 16S-rRNA-Gens (1523 bp) von Mykobakterien, 

SEQ ID NO: 13 - "antisense"-Primer („reverse xx - 
Primer) des Primer-Paares zur Amplif ikation zur 
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Amplif ikation des kompletten 16S-rRNA-Gens (1523 
bp) von Mykobakterien, 

SEQ ID NO: 14 - modif izierter Xx sense"-Primer (^for- 
ward" -Primer) zur Amplif ikation eines kompletten 
5 Kontrollplasmids, enthaltend eine modif izierte Gat- 
tungs-spezifische Region III des 16S-rRNA-Gens von 
Mykobakterien , 

SEQ ID NO: 15 - modif izierter "antisense"-Primer 
(„reverse M -Primer) zur Amplif ikation eines komplet- 
10 ten Kontrollplasmids, enthaltend eine modif izierte 
Gattungs-spezifische Region III des 1 6S-rRNA-Gens 
von Mykobakterien, 

SEQ ID NO: 16 - modif izierter M sense"-Primer („for- 
ward M -Primer) zur Amplif ikation eines weiteren kom- 
15 pletten Kontrollplasmids, enthaltend eine weitere 
modifizierte Gattungs-spezifische Region III des 
16S-rRNA-Gens von Mykobakterien, 

SEQ ID NO: 17 - modif izierter "antisense"-Primer 
(^reverses-Primer) zur Amplif ikation eines weiteren 
20 kompletten Kontrollplasmids, enthaltend eine weite- 
re modifizierte Gattungs-spezifische Region III des 
16S-rRNA-Gens von Mykobakterien. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Ausfiih- 
rungsbeispiele und den dazugehdrigen Figuren naher 
25 erlautert: 

Die Figuren zeigen: 

Figur 1: Schematische Darstellung des 16S-rRNA- 
Gens von Mykobakterien (Lange: 1523 bp). 
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der Position der Art-spezif ischen Regio- 
nen, „species (A)" und „species (B) " , so- 
wie der Gattungs-spezifischen Regionen 
„genus I", „genus II" und „genus III", 
5 sowie der Lage und Grolie der mittels der 

Primer-Paare (1) und (5), (2) und (3) 
sowie (4) und (5) amplif izierten Frag- 
mente . 

Figur 2: Sensitivitat des Art-spezif ischen Nach- 
10 weises des M. tuberculosis-Komplexes: 

Schmelzkurven der Hybridisierung der er- 
f indungsgemafien Art-spezif ischen Hybri- 
disierungssonden mit der Art-spezi- 
fischen Region des M. tuberculosis- 
15 Komplexes im amplif izierten 1000 bp- 

Fragment der 16S-rRNA von Mykobakterien. 

Figur 3: Modif iziertes 16S-rRNA- Fragment als in- 
terner Standard (pJL6) : Schmelzkurven 
der Hybridisierung der Gattungs- 

20 spezif ischen Hybridisierungssonden mit 

der Gattungs-spezifischen Region III und 
der modifizierten Gattungs-spezifischen 
Region III des internen Standards (pJL6) 
bei unterschiedlicher Anzahl an Genomko- 

25 pien der nachzuweisenden Gattungs- 

spezifischen Region III. 

Figur 4: Modif iziertes 16S-rRNA-Fragment als in- 
terner Standard (pJL6) : Schmelzkurven 
der Hybridisierung der Gattungs- 
30 spezifischen Hybridisierungssonden mit 

der Gattungs-spezifischen Region III und 
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der modifizierten Gattungs-spezif ischen 
Region III des internen Standards (pJL6) 
in Gegenwart unterschiedlicher Menge an 
,,Hintergrund"-DNA aus E. coll. 

5 

Beispiel 1: 

a) DNA-Isolierung aus klinischem Material 

Mikrobielle DNA wird aus klinischen Proben beste-. 
hend aus Sputum, Bronchiallavage, Magensaft, Urin, 

10 Stuhl, Liquor, Knochenmark, Blut Oder Punktat- 
Biopsien in an sich bekannter Weise zuiti Beispiel 
mittels eines Qiamp™ MiniKit (Firma Qiagen, Kata- 
log-Nr. 51306) auf gereinigt , das heiflt extrahiert. 
Chromosomale DNA wird dabei mittels PicoGreen™- 

15 System (Firma Molecular Probes) quantif iziert . 

Verschiedene Anzahlen genomischer Kopien pro Nach- 
weis-Ansatz (siehe unten) werden durch Molekularge- 
wichtsberechnungen und die Durchfiihrung von Ver- 
dunnungsreihen erhalten. 

20 a') DNA-Isolierung aus Kulturisolaten 

Insbesondere zur Evaluation der erf indungsgemalien 
Nachweisverfahren wird mikrobielle DNA verschiede- 
ner Kulturen von Mikroorganismen, zum Beispiel der 
in Tabelle 1 aufgefuhrten Organismen, isoliert. 
25 Insbesondere zur Anwendung der erf indungsg emaB en 
Nachweisverfahren auf aus Patienten-Proben gewonne- 
nen (Bouillon-) Kulturen von zu diagnostizierenden 
Mikroorganismen wird mikrobielle DNA aus diesen 
Kulturen isoliert. 
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AnschlieJiend wird die mikrobielle DNA in an sich 
bekannter Weise zum Beispiel mittels eines Qiamp™ 
MiniKit (Firma Qiagen, Katalog~Nr. 51306) aufgerei- 
nigt, das heifit extrahiert. Chromosomale DNA wird 
5 dabei in an sich bekannter Weise zum Beispiel mit- 
tels PicoGreen™-System (Firma Molecular Probes) 
quantif iziert . 

b) PCR-Amplif ikation 

Zur Amplif ikation in einer optimierten LightCyc- 
10 ler™-PCR (siehe Beispiel 3) wird ein Ansatz bein- 
haltend die fertig erhaltliche Mischung „LightCyc- 
ler™ FastStart DNA Master Hybridisation Probes" 
(Katalog-Nr. 239272 , Firma Roche Molecular Bioche- 
micals) gewahlt. 

15 Es wird folgende Reaktionsmischung fur die Light - 
Cycler^-Reaktion hergestellt: 

• Taq Polymerase 

• Reaktionspuf f er 

• Desoxi-Nucleosid-Triphosphat-Mischung (dNTP) 
20 • 3 iranol/1 MgCl 2 

• Primer-Paar a) Oder b) 

je Primer: 18 pmol, entsprechend 1,1 pmol/1 
Endkonzentration : 

a) Primer-Paar SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 5 
25 oder 

b) Primer-Paar SEQ ID NO: 2/SEQ ID NO: 3 
und Primer-Paar SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 5 
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ErfindungsgemaB wird zur Amplif ikation das 
Primer-Paar a) SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 5 ein- 
gesetzt, das ein 1000 bp langes Fragment der 
16S-rRNA, enthaltend die Gattungs-spezif ische 
Region III und die Art-spezif ischen Regionen, 
amplif iziert • 

Alternativ werden erf indungsgemaJJ die beiden 
Primer-Paare b) gleichzeitig in einem Mu- 
litplex-PCR-Ansatz, in parallelen Ansatzen 
Oder zeitlich getrennt eingesetzt, wobei das 
Primer-Paar enthaltend SEQ ID NO: 2/SEQ ID 
NO: 3 ein 300 bp langes Fragment der 16S-rRNA, 
enthaltend die Art-spezif ischen Regionen, 
amplifiziert und zum anschliefienden Nachweis 
des M. tuberculosis-Komplex und/oder von M. 
avium dient, und wobei das Primer-Paar enthal- 
tend SEQ ID NO: 4 /SEQ ID NO: 5 ein 100 bp lan- 
ges Fragment der 16S-rRNA, enthaltend die Gat- 
tungs-spezif ische Region III, amplifiziert und 
zum anschliefienden Nachweis einer Mykobakte- 
rieninf ektion dient. 

Oligonucleotid-FRET-Sonden-Paare c) bis e) 

je Sonde: 2 pmol, entsprechend 120 nmol/1 End- 

konzentration : 

c) SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 11 zur Detektion 
der Gattungs-spezif ischen Region III, 

d) SEQ ID NO: 6/SEQ ID NO: 7 zur Detektion 
der Art-spezif ischen Region des M. tubercu- 
losis -Komplex, 

e) SEQ ID NO: 8/SEQ ID NO: 9 zur Detektion 
der Art-spezif ischen Region von M. avium 
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Erf indungsgemafi wird das Sondenpaar c) SEQ ID 
NO: 10 /SEQ ID NO: 11 oder ein komplementares 
Oder mutiertes oder degeneriertes Paar davon 
zur Detektion der Gattungs-spezif ischen Region 
III eingesetzt. Soli im erf indungsgemafi en Ver- 
fahren lediglich zusatzlich zu der Gattungs- 
spezifischen Detektion der M. tuberculosis- 
Komplex detektiert werden, wird das Sondenpaar 

d) SEQ ID NO: 6/SEQ ID NO: 7 beziehungsweise 
deren Aquivalente, das heifit mutierte oder 
komplementare Paare davon, eingesetzt. Sollen 
dagegen zusatzlich zur Gattungs-spezif ischen 
Detektion lediglich Mykobakterien der Art M. 
avium nachgewiesen werden, wird das Sondenpaar 

e) SEQ ID NO: 8/SEQ ID NO: 9 beziehungsweise 
deren Aquivalente , das heifit mutierte oder 
komplementare Paare davon, eingesetzt. Sollen 
gemeinsam mit der Gattungs-spezif ischen Region 
III sowohl der M. tubercuIosis-Komplex also 
auch M. avium nachgewiesen werden, werden ne- 
ben dem Sondenpaar c) entsprechend beide Son- 
denpaare d) und e) eingesetzt. 

Diese Reaktionsmischung wird durch Puls- 
Zentrifugation in die Glaskapillaren des LightCyc- 
ler™-Systems verbracht und die Amplif ikation nach 
dem „Hot Start"-Prinzip nach einer anfanglichen De- 
naturierung bei 95 °C fur 10 Minuten mit den folgen- 
den Schritten durchgef tihrt : 
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1, Denaturierung bei 95 °C fur 3 Sekunden 

2. Primer-Hybridisierung bei Temperaturen von 
68 °C bis 62 °C fur 2 Sekunden ^touch-down- 
annealing") 

5 3. Polymerisation bei 72 °C fur 40 Sekunden. 

Die Schritte 1 bis 3 werden insgesamt 50 mal zyk- 
lisch abgearbeitet, wobei fttr die erst en 5 Zyklen 
die Hybridisierung in Schritt 2 bei 68 °C erfolgt 
und bei den nachf olgenden 6 Zyklen die Temperatur 
10 auf 62 °C in Schritten von 1°C pro Zyklus reduziert 
wird und fur die restlichen Zyklen bei 62 °C durch- 
gefuhrt wird. Die Rate der Temperaturanderung liegt 
bei alien Schritten bei 20 °C pro Sekunde. 

c) Detektion und Schmelzkurvenanalyse : 

15 Zur Detektion der amplif izierten Fragmente werden 
die in der Reaktionsmischung eingesetzten FRET- 
markierten Hybridisierungssonden-Paare verwendet, 
wobei jeweils ein Hybridisierungssonden-Partner 
(SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 6 beziehungsweise SEQ ID 

20 NO: 8) als Donor-Komponente am 3' -terminalen Nucle- 
otid mit Fluorescein assoziiert ist, und der je- 
weils andere Hybridisierungssonden-Partner (SEQ ID 
NO: 11, SEQ ID NO: 7 beziehungsweise SEQ ID NO: 9) 
als Akzeptor-Komponente am 5' -terminalen Nucleotid 

25 mit LightCycler™-Green 640 assoziiert ist. 

Die im Verlauf der Detektion erfolgende Schmelzkur- 
venanalyse beginnt mit der Denaturierung der ampli- 
f izierten Fragmente bei 95 °C fur 30 Sekunden, wor- 
auf eine Hybridisierung mit den vorgenannten FRET- 
30 Paaren bei 38 °C fur 30 Sekunden folgt. Zur Bestim- 

/ 
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mung der Schmelzkurve der Hybridisierung wird die 
Temperatur anschlieftend kontinuierlich von 38 °C auf 
80 °C mit einer Rate von 0,2°C/sec erhoht, wobei die 
von den FRET-Paaren emittierte Fluoreszenz kontinu- 
5 ierlich auf gezeichnet wird, Zur Auswertung des Flu- 
oreszenzsignals wird das LightCycler-„Run Profile^- 
Programm in der Version 3.5.3 eingesetzt, wobei die 
Verstarkung des F2-Kanals des photometrischen De- 
tektors des LightCycler™-Systems automatisch einge- 
10 stellt wird. 

Beispiel 2: Ktinstliches Plasmid als interner Stan- 
dard 

a) Bereitstellung eines Kontrollplasiaids (erfin- 
15 dungs gemafi) 

Urn einen internen Standard zur Kontrolle der er- 
folgreichen selektiven Amplif ikation der gewunsch- 
ten Fragmente des 16S-rRNA-Gens von Mykobakterien 
gemali Beispiel 1 zur Verfugung zu haben (Inhibiti- 

20 onskontrolle) , wird zunachst das gesamte 16S-rRNA- 
Gen von Mykobakterien (1523 bp) mit einem PCR- 
Primerpaar amplif iziert, wobei der ^senses-Primer 
aus der Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 12 und der „an- 
tisense^-Primer aus der Nucleotidsequenz SEQ ID 

25 NO: 13 besteht. Zur Amplif ikation werden 40 Zyklen 
der folgenden Schritte durchgef uhrt : 

1. Denaturierung bei 95 °C 

2. Primer-Hybridisierung bei 56 / 5°C 

3. Polymerisation bei 72 °C. 
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AnschlieBend werden die amplif izierten Fragmente in 
an sich bekannter Weise zum Beispiel in pGEM-T 
(Firma Promega) subcloniert. 

Urn das kunstliche Plasmid als internen Standard 
5 einsetzen zu konnen, soil sich die im kunstlichen 
Plasmid (=pIJ6) enthaltene Gattungs-spezif ische Re- 
gion III der 16S-rRNA durch mindestens eine Punkt- 
mutation von der Wildtyp-Nucleotidsequenz der Gat- 
tungs-spezif ischen Region III unterschieden. Um 

10 mindestens eine gezielte Punktrnutation in die Gat- 
tungs-spezif ische Region III des 16S-rRNA- Fragments 
einzuftthren, werden zur Vervielf altigung der die 
subclonierten Fragmente enthaltenden Plasmide modi- 
fizierte Primerpaare eingesetzt, bei denen jeweils 

15 ein oder zwei Nucleotide in den Nucleotidsequenzen 
gegeniiber den Wildtyp-Nucleotidsequenzen ausge- 
tauscht wurden. 

Dazu werden folgende Primerpaare, abgeleitet von 
der Wildtyp-Sequenz der Gattungs-spezif ischen Regi- 
20 on III, insbesondere von der die Akzeptor- 
Komponente des erf indungsgemaiien FRET-Paars, SEQ ID 
NO: 11, bindenden Region verwendet: 

a) Austausch eines Nucleotids: 

^forwards-Primer : (SEQ ID NO: 14) 
25 5'- GGC TTG ACA TGC ACA GGA CGC -3' 

„reverse"-Primer : (SEQ ID NO: 15) 

5'- GCG TCC TGT GCA TGT CAA GCC -3' 

b) Austausch von zwei Nucleotiden: 

^forwards-Primer: (SEQ ID NO: 16) 
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5'- GGT TTG ACA TAC ACT GGA CGC -3' 
^reverses-Primer: (SEQ ID NO: 17) 

5'- GCG TCC AGT GTA TGT CAA ACC -3' 

In den erf indungsgemafien Nucleotidsequenzen der 
5 vorgenannten modif izierten Primerpaare wurde je- 
weils das unterstrichene Nucleotid gegenuber der 
Wildtyp-Sequenz der Gattungs-spezif ischen Region 
III ersetzt. 

Die Vervielf achung der Kontrollplasmide mit den mo- 
10 difizierten Primerpaaren wird jeweils in einer 
„long range"-PCR mit einer P.fu-Polymerase, Typ: 
„Pfu Turbo Hot Start DNA" (Firma Stratagene) in an 
sich bekannter Weise in einem „Hot Start" PCR- 
Verfahren durchgeflihrt mit jeweils 18 Zyklen der 
15 folgenden Schritte: 

1. Denaturierung bei 95 °C 

2. Primer-Hybridisierung bei 50 °C 

3. Polymerisation bei 68 °C. 

Ergebnisse : 

20 a) Die erhaltenen Amplicons werden zusatzlich iiber 
ein Gel aufgereinigt und die Punktmutationen k5nnen 
anschliefiend werden mittels Sequenzierung bestatigt 
werden. 



b) Der Ersatz des Nucleotids ' T' mit dem Nucleotid 
25 'C am 3'-Ende der die Akzeptor-Komponente des 
FRET-Paars bindenden Region der Gattungs- 
spezifischen Region III fuhrt zu einer Reduktion 
der Schmelztemperatur von ungefahr 1°C. 
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c) Wird am S'-Ende das Nucleotid 'G' mit dem Nucle- 
otid 'A' und vier Nucleotide entfernt davon das 
Nucleotid ' A' mit dem Nucleotid 'T' ersetzt, kommt 
es zu einer signif ikanten Reduktion der Schmelztem- 
5 peratur urn cirka 14,5°C. 

Als besonders uberraschend wird gefunden, dass eine 
zwei Nucleotide umfassende Modifikation der die Ak- 
zeptor-Komponente des FRET-Paars bindenden Region 
der Gattungs-spezif ischen Region III ausreicht, urn 

10 " eine Dif f erenzierung der so modif izierten 16S-rRNA, 
enthalten in einem kiinstlichen Plasmid, von der 
Wildtyp-16S-rRNA zu unterscheiden. Die Verwendung 
des erfindungsgemaften modif izierten 16S-rRNA-Frag- 
ments als interner Standard, enthalten in einem 

15 kiinstlichen Plasmid, im erf indungsgemafien Verfahren. 
gemaft Beispiel 1 ist somit besonders vorteilhaft 
zur Kontrolle der Amplif ikation und zur Verifikati- 
on des Nachweises einer Mykobakterieninf ektion. 

b) Zweckmafiiqkeit des Kontrollplasmids bei qeringer 
20 Menge von Proben-Genom 

.In einem weiteren Experiment wird zunachst, wie un- 
ter a) beschrieben, durch Einsatz der erf indungsge- 
mafien Primer SEQ ID NO: 16 und SEQ ID NO: 17 ein 
Kontrollplasmid erhalten, das ein durch Austausch 

25 zweier Nucleotide modif iziertes 16S-rRNA-Fragment 
enthalt. Jewells 50 Kopien des Kontrollplasmids 
werden als interner Standard mit verschiedenen An- 
zahlen von Genkopien des 16S-rRNA-Gens von M. tu- 
berculosis gemischt und dem Nachweisverf ahren gemafi 

30 Beispiel 1 unterzogen. 
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Ergebnis : 

In Gegenwart von 50 Kopien des internen Standards 
konnten bereits 10 Genkopien des 16S-rRNA-Fragments 
von M. tuberculosis eindeutig mittels Schmelzkur- 
5 venanalyse nachgewiesen werden. Bei einer Anzahl 
von 5 Genkopien ist das dabei erhaltene Fluores- 
zenzsignal zwar nicht mit einfachen statistischen 
Mitteln auswertbar, jedoch lasst sich in der 
Schmelzkurvenschar in Figur 3 eine deutliche Spitze 
10 bei der entsprechenden Schmelztemperatur nachwei- 
sen. 

Die Verwendung dieses internen Standards ist somit 
auch dann m6glich, wenn zu erwarten ist, dass die 
Anzahl an nachzuweisenden Genkopien im klinischen 
15 Material urn eine GrOfienordnung geringer ist als die 
Zahl der als interner Standard eingesetzten Plas- 
midkopien. 

c) Zweckmafiiqkeit des Kontrollplasmids in G egenwart 
von „Hinterqrund"-DNA 

20 In einem weiteren Experiment wird zunachst, wie un- 
ter a) beschrieben, durch Einsatz der erf indungsge- 
maJien Primer SEQ ID NO: 16 und SEQ ID NO: 17 ein 
Kontrollplasmid ( erhalten, das ein durch Austausch 
zweier Nucleotide modif iziertes 16S-rRNA-Fragment 

25 enthalt. Jewells 50 Kopien des Kontrollplasmids und 
10 Genkopien des 16S-rRNA-Gens von M. tuberculosis 
werden mit unterschiedlichen Mengen an „Hinter- 
grund"-DNA von E. coli im Bereich von 1 pg bis 
200 ng versetzt und anschlieliend dem Nachweisver- 

30 fahren gemaB Beispiel 1 unterzogen. 
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Ergebnis : 

In Gegenwart von bis zu 200 ng fremder DNA, soge- 
nannter „Hintergrund"-DNA, pro Ansatz konnten 10 
Genkopien des 16S-rRNA-Fragments von M. tuberculo- 
5 sis noch eindeutig mittels Schmelzkurvenanalyse 
nachgewiesen werden (Figur 4) . 

Das erf indungsgemaJie Nachweisverf ahren, insbesonde- 
re unter Verwendung dieses internen Standards, ist 
somit auch dann moglich, wenn zu erwarten ist, dass 
10 im isolierten klinischen Material eine grolie Menge 
an fremder DNA, "Hintergrund"-DNA, vorhanden ist. 

Beispiel 3: Beurteilung der Leistungsf ahigkeit des 
erf indungsgemaiien Nachweisverf ahrens auf dem Light- 
15 Cycler™-System 

Zur Untersuchung der auf dem LightCycler™-System 
basierten Amplif ikation und Hybridisierung (siehe 
Beispiel 1) wird als „Template" genomische DNA des 
Bakterienstammes Mycobacterium bovis BCG des M. tu- 
20 jberculosis-Komplex verwendet. 

Verschiedene Anzahlen genomischer Kopien pro PCR- 
Reaktion werden durch Molekulargewichtsberechnungen 
und die Durchfuhrung von VerdUnnungsreihen erhal- 
ten. 

25 Folgende Parameter wurden fur die kombinierte 
Amplif ikations- und Hybridisierungsreaktion einge- 
setzt : 



MgCl 2 -Konzentration 3 mmol/1 
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- Primerkonzentration: 18 pmol pro Reaktion, 
entspricht einer Endkonzentration von 1, 1 
pmol /I 

- „Hot Starts-Tag Polymerase des Typs „Light- 
5 Cycler™ FastStart DNA Master SYBR GreenI" 

(Katalog-Nr. 3003230) 

- Polymerisationszeit : 40 Sekunden 

- Hybridisierungszeit : 3 Sekunden 

- Hybridisierungstemperatur : 62 °C, bei schritt- 
10 weiser Reduzierung ausgehend von 68 °C nach 5 

Zyklen mit 1°C pro Zyklus . 

Ergebnisse: 

Eine Zahl von 5 Genomkopien kann reproduzierbar in 
Verdiinnungsreihen nachgewiesen werden. 

15 Sowohl der Einsatz einer „Hot Start"-Polymerase als 
auch die zyklusweise Reduktion der Hybridisie- 
rungstemperatur verhindert die Bildung von Primer- 
Dimeren und die erhoht die Sensitivitat der Ampli- 
f ikation. 

20 • 

Beispiel 4: Spezifische Amplif ikation von 16S-rRNA- 
Fragmenten von Mykobakterien (erf indungsgemafi) 

In einem ersten Ansatz gemafi Beispiel 1 wird mit 
den entsprechenden erf indungsgemafien Primerpaaren 
25 ein jeweils 100 bp langes Fragment der Gattungs- 
spezifischen Region III (SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 5) 
und ein 300 bp langes Fragment der Art-spezif ischen 
Regionen (SEQ ID NO: 2/SEQ ID NO: 3) amplif iziert . 
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In einem zweiten Ansatz gemafi Beispiel 1 wird ein 
1000 bp langes Fragment, das sowohl die Gattungs- 
spezifische Region III als auch die beiden Art- 
spezifischen Regionen enthalt, mit dem entsprechen- 
5 den Primerpaar (SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 5) amplifi- 
ziert . 

Anschliefiend wird die Sensitivitat des erfindungs- 
gemafien Nachweisverf ahrens gemafi Beispiel 1 getes- 
tet. 

10 Ergebnis: 

Oberraschenderweise ergibt sich, dass das 1000 bp 
lange Fragment gegentiber den beiden 100 bp und 
300 bp langen Fragmenten dieselbe Sensitivitat des 
Nachweises besitzt. Dieses Ergebnis steht im Gegen- 

15. satz zu dem Vorurteil aus dem Stand der Technik, 
wonach es aufgrund des hohen CG-Nucleotidgehalts im 
16S-rRNA-Gen von Mykobakterien zu unspezif ischen 
Storungen bei dem Nachweisverfahren gemaB Beispiel 
1 in einem LightCycler™-System kommt . 

20 

Beispiel 5: Sensitivitat des erf indungsgemafien 
Nachweisverf ahrens 

Zur Oberprufung der Sensitivitat wird im erfin- 
dungsgemaBen Nachweisverfahren (Beispiel 1) das mit 
25 dem Primer-Paar SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 5 amplifi- 
zierte 1000 bp-Fragment eingesetzt. 
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a) Sensitivitat des Nachweises der Gattungs- 
spezifischen Region III 

Zunachst wird eine Verdunnungsreihe des Genoms von 
M. bovis BCG aus dem M. tuJberculosis-Komplex wird 
5 erstellt, die jeweils 5, 50, 500 beziehungsweise 
5000 Genomkopien enthalt. 

In weiteren Ansatzen werden Verdunnungsreihen wei- 
terer tuberkuloser und nicht-tuberkuloser Mykobak- 
terienarten untersucht. 

10 Ergebnisse: 

a) Bereits bei 5 Genomkopien lasst sich eindeutig 
eine Schmelzkurve bestimmen, wobei der Schmelzpunkt 
der Gattungs-spezif ischen Region III fur alle Myko- 
bakterienarten bei mindestens 55 °C liegt. Bei M. 

15 chelonae liegt der Schmelzpunkt bei 55 °C, bei alien 
anderen Mykobakterienarten bei 61,5°C. 

b) Daruber hinaus zeigt sich f dass bei einer Viel- 
zahl anderer Mykobakterienarten, beispielsweise von 
M. tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. intracellu- 

20 lare, M. paratuberculosis , M. kansasii, M. marinum, 
M. abcessus, M. fortuitum, ein eindeutiger Nachweis 
der Gattungs-spezif ischen Region III bei einer Zahl 
von 5 Genomkopien erfolgen kann. 

b) Sensitivitat des Nachweises von M. tuberculosis 

25 Gemali a) wird eine Verdttnnungsreihe des M. tuber cu- 
losis-Genoms erstellt, die jeweils 5, 50, 500 be- 
ziehungsweise 5000 Kopien enthalt. 
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Ergebnis : 

Bereits bei 5 Genomkopien kann die Schmelzkurve der 
Art-spezif ischen Region von M. tuberculosis eindeu- 
tig bestimmt werden (Figur 2) . Dabei liegt der er- 
5 mittelte Schmelzpunkt bei 64°C (Tabelle 1). 

c) Sensitivitat des Nachweises von Af. avium 

Entsprechend a) und b) wird eine Verdunnungsreihe 
des Genoms von M. avium angefertigt und mit den 
entsprechenden Hybridisierungssonden-Paaren eine 
10 Schmelzkurvenanalyse der amplif izierten Fragmente 
durchgef iihrt . 

Ergebnis : 

Bereits ausgehend von 5 Genomkopien ist eine 
Schmelzkurvenanalyse des Amplicons moglich, wobei 
15 ein Schmelzpunkt von 61,0°C festgestellt wird (Ta- 
belle 1) . 

Beispiel 6: Spezifitat des erf indungsgemaften Nach- 
weisverf ahrens 

20 a) Spezifitat der Amplif ikations-Primer 

Aus den Mikroorganismen aus Tabelle 1 wird pro An- 
satz jeweils 2,5 ng genomische DNA, entsprechend 
500000 Genomkopien, extrahiert und in das erfin- 
dungsgemalie Nachweisverf ahren eingesetzt. 

25 Wie in Beispiel 5 wird dabei mit dem Gattungs- 

spezif ischen Primerpaar SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 5 

ein 1000 bp langes Fragment des 16S-rRNA-Gens 
amplif iziert . 
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Ergebnisse : 

a) Bei samtlichen untersuchten Mykobakterienarten 
findet Amplif ikation statt. 

b) Das eingesetzte Primer-Paar zeigt eine fast 
5 vollstandige Gattungs-Spezif itat fiir Mykobakterien: 

Ausgewahlt aus der Vielzahl verschiedener bakteri- 
eller und pilzlicher Mikroorganismen findet ledig- 
lich bei der Gattung Corynebakterium eine Amplifi- 
kation des 16S-rRNA-Gens statt. 

10 b) Spezifitat des Gattungs-spezif i schen Nachweises 

Eine Schmelzkurvenanalyse der in amplif izierten 
Fragmente mittels des erf indungsgemaiien Hybridisie- 
rungssonden-Paars SEQ ID NO: 10 /SEQ ID NO: 11, 
spezifisch fiir die Gattungs-spezif ische Region III, 
15 wird durchgefiihrt . 

Ergebnisse (Tabelle 1) : 

a) Samtliche Mykobakterienarten weisen einen 
Schmelzpunkt von mindestens 55 °C auf . 

b) Bei M. chelonae liegt der Schmelzpunkt bei 55°C, 
20 bei alien anderen Mykobakterienarten bei 61,5°C. 

c) Der Schmelzpunkt bei amplif izierten 16S-rRNA- 
Fragmenten der Gattung Corynebakterium liegt bei 
43°C, beziehungsweise es kann iiberhaupt kein Hybri- 
disierungssignal detektiert werden. 

25 d) Mittels des erf indungsgemaiien Gattungs- 
spezifischen Nachweisverfahrens lassen sich samtli- 
che Mykobakterienarten eindeutig gegeniiber anderen 
Mikroorganismen identif izieren . 
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c) Spezifitat des Nachweises des M. tuberculosis- 
Komplex 

Entsprechend a) werden zunachst jeweils 2,5 ng ge- 
nomischer DNA der in Tabelle 1 auf gelisteten Mikro- 
5 organismen eingesetzt und jeweils ein 1000 bp lan- 
ges Fragment amplif iziert . 

Anschliefiend wird mit dem Art-spezif ischen Hybridi- • 
sierungssonden-Paar SEQ ID NO: 6/SEQ ID NO: 7 eine 
Schmelzkurvenanalyse der Amplicons durchgef iihrt . 

10 Ergebnis: 

Wahrend die Schmelztemperatur bei den Arten des M. 
tujberculosis-Komplex bei einheitlich 64 °C liegt, 
betriigt die Schmelztemperatur fur alle nicht- 
tuberkulosen Erreger zwischen 43,5°C und 54°C, 

15 falls uberhaupt ein Hybridisierungssignal detek- 
tiert werden kann (Tabelle 1) • 

Mittels des erf indungsgemafien Nachweisverf ahrens 
lassen sich tuberkulose Erreger gegenuber alien an- 
deren nicht»tuberkul6sen Erregern selektiv nachwei- 
20 sen. 

d) Spezifitat des Nachweises des M. avium 

Entsprechend a) werden zunachst jeweils 2,5 ng ge- 
nomischer DNA der in Tabelle 1 auf gelisteten Mikro- 
organismen eingesetzt und jeweils ein 1000 bp lan- 
25 ges Fragment amplif iziert . 

Anschliefiend wird mit dem Art-spezif ischen Hybridi- 
sierungssonden-Paar SEQ ID NO: 8/SEQ ID NO: 9 eine 
Schmelzkurvenanalyse der Amplicons durchgef uhrt . 
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Ergebnis : 

Wahrend die Schmelztemperatur bei M. avium bei ein- 
heitlich 61 °C liegt, betragt die Schmelztemperatur 
fur alle anderen Erreger zwischen 43 °C und 54 °C, 
5 falls uberhaupt ein Hybridisierungssignal detek- 
tiert werden kann (Tabelle 1) . 

Mittels des erf indungsgemaflen Nachweisverf ahrens 
lasst sich der nicht-tuberkulose Erreger M. avium 
gegenuber alien anderen Erregern selektiv nachwei- 
10 sen. 

Beispiel 7 : Vergleichsbeispiel zur Spezifitat des 
Gattungs-spezif ischen Nachweises mittels der Gat- 
tungs-spezif ischen Region II („genus II") 

15 Im Gegensatz zum vorstehenden erf indungsgemafien 
Beispiel 6 b) werden zur Schmelzkurvenanalyse des 
gemafl 6 a) amplif izierten 1000 bp-Fragments des 
16S-rRNA-Gens von Mykobakterien aus Tabelle 1 die 
aus dem Stand der Technik bekannten Hybridisie- 

20 rungssonden verwendet, die fur die Gattungs- 
.spezifische Region II selektiv sind (siehe Figur 1: 
, genus II' ) . 

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Schmelzkurven- 
analyse dargestellt: Wahrend ein Groiiteil der un- 
25 tersuchten Mykobakterienarten einen Schmelzpunkt 
von 60,5°C besitzt, ist bei den Mykobakterienarten 
M. triviale, M. chitae, M. xenopi und M. agri der 
Schmelzpunkt gegenuber den anderen Mykobakterienar- 
ten erniedrigt (Tabelle 1) . Aufierdem werden auch 
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bei der Gattung Cornyebakterium Amplifikate detek- 
tiert . 

Ergebnis : 

Die gefundenen Schmelzpunkte von M. triviale, M. 
5 chitae, M. xenopi, M. agri und alien anderen Myko- 
bakterienarten lassen sich statistisch nicht von 
den gefundenen Schmelzpunkten der Corynebakterium- 
Arten trennen. Ein eindeutiger Nachweis einer Myko- 
bakterieninfektion gegeniiber zum Beispiel einer In- 
10 fektion mit Corynebakterien ist mittels der Gat- 
tungsspezif ischen Region II nicht moglich. 

Beispiel 8 ; Quantitative Bestiirimung des Gehalts an 
Mykobakterien in klinischen Proben (erf indungsge- 
15 maJi) 

In dem erf indungsgemali eingesetzten FRET-System ist 
unter bestimmten Bedingungen das Mali an Fluoreszenz 
in diesem Wellenlangenbereich eine Funktion der 
Menge an in der Probe vorhandenen und detektierten 
20 DNA. Durch das FRET-System sind quantitative Mes- 
sungen der Menge amplif izierter DNA-Fragmente mog- 
lich, wenn die ausgewahlten Hybridisierungssonden 
quantitativ, also stochiometrisch, an die amplifi- 
zierten Fragmente binden. 

25 Zur Quantifizierung von „Target w -DNA, wird diese 
mit einer bekannten DNA-Konzentration eines Stan- 
dards verglichen. Dazu eignet sich das clonierte 
16S rRNA-Gen im pGEM-T oder auch das erf indungsge- 
mali einsetzbare Kontrollplasmid (pIJ6) - 
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Die Fluoreszenz wird bei dieser Methode nach jedem 
der insgesamt 50 Amplif ikationszyklen gemessen. Bei 
einer hohen Konzentration des Standards erscheint 
ein Fluoreszenzsignal beispielsweise bereits nach 
5 20 Zyklen. Eine niedrige Konzentration fiihrt erst 
nach beispielsweise 35 Zyklen zu einem Signal. 

Der Standard wird zum einen getrennt von den zu un- 
tersuchenden Proben gemessen, wobei wenigstens funf 
verschiedene Konzentrationen verwendet werden, um 

10 eine Standardkurve zu erstellen. Wird das Plasmid 
pIJ6 verwendet, kann jeweils eine Konzentration des 
Standards in jeder untersuchten Probe verwendet 
werden. Die Unterscheidung zwischen Standard und 
„Target-DNA" erfolgt iiber den unterschiedlichen 

15 Schmelzpunkt. Der Standard dient insbesondere 
gleichzeitig als Kontrolle, dass die Amplif ikation 
nicht durch StSrfaktoren inhibiert wurde (Inhibiti- 
onskontrolle) . 

Zur Detektion der amplif izierten Fragmente werden 
20 die in der Reaktionsmischung eingesetzten FRET- 
markierten Hybridisierungssonden-Paare verwendet. 
.Die Amplifikationsreaktion lauft wie in Beispiel 1, 
wobei nach jedem Amplif ikationsschritt die Fluores- 
zenz gemessen wird. Die optimale „Annealing„- 
25 Temperatur liegt bei 62 °C. Die Schmelzpunktanalyse 
wird unbeeintrachtigt nach Abschluss der Amplifika- 
tionsreaktion wie in Beispiel 1 c) durchgef iihrt . 
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Tabelle 1: 



Mikroorganismus 


Schmelztemperatur bei 
Hybridisierungssonden spezifisch fur 


er f indungs gema B 


Vergleicn 


A* 


Gattung 
III 


Mycoba c teri urn 


Gattung 
II 


tuber- 
culosis 


avium 


J. Mycobacterium tuberculosis Komplex 


M. tuberculosis H37Rv 
(ATCC 35712) 


+ 


61, 5°C 


64°C 


54°C 


60,5°C 


M. bovis 


+ 


61,5°C 


64°C 


54°C 


60,5°C 


M. bovis BCG Pasteur 


+ 


61,5°C 


64 °C 


54°C 


60,5°C 


II. nicht-tuberkulose Mykobak t eri en 


M. avium (ATCC35712) 




61,5°C 


43,5°C 


61°C 


60,5°C 


M. paratuberculosis 


+ 


61,5°C 


43,5°C 


61°C 


60,5°C 


M. intracellulars 




61,5°C 




51°C 


60 / 5°C 


M. kansasii (DSMZ 44162) 


+ 


61,5°C 


50°C 


48°C 


60,5°C 


M. gastri (DSMZ 43505) 


+ 


61, 5°C 


50°C 


48°C 


60,5°C 


M. abscessus (ATCC 19977) 


+ 


61 f 5°C 






60,5°C 


M. chelonae (ATCC 35752) 


+ 


55°C 






60,5°C 


M. celatum (ATCC 58131) 


+ 


61,5°C 




44° 


60,5°C 


M. farcinogenes (ATCC 35753) 




61,5°C 


50°C 


48°C 


60,5°C 


M. hamophilum (ATCC 29548) 


+ 


61,5°C 


50°C 


48°C 


60,5°C . 


M. malmoense (ATCC 2704 6) 


+ 


61, 5°C 




43°C 


60,5°C 


M. marinum (ATCC 927) 




61,5°C 


45°C 


48°C 


60,5°C 


M. scrofulaceum (ATCC 19981) 


+ 


61, 5°C 


50°C 


48°C 


60,5°C 


M. shimoidei (ATCC 27962) 


+ 


61,5°C 


50°C 


48°C 


60,5°C 


M. xenopi 


+ 


61,5°C 


54°C 


47°C 


59°C 


M. simiae 


+ 


61,5°C 


50°C 


48°C 


60 / 5°C 


M. agri (ATCC 27406) 


+ 


61,5°C 




43°C 


53°C 


M. triviale (ATCC 23292) 


+ 


61, 5°C 


48°C 


49°C 


53°C 


M. fortuitum 


+ 


61,5°C 


45°C 


47°C 


60,5°C 


M. chitae (ATCC 19627) 


+ 


61,5°C 


51°C 


51°C 


56,5°C 


M. duvalii (ATCC 43910) 


+ 


61,5°C 


43°C 


45°C 


60,5°C 


M. neoaurum (ATCC 257 95) 




61,5°C 


48°C 


53°C 


60 / 5°C 


M. phlei (ATCC 11758) 


+ 


61,5°C 




44°C 


60,5°C 


M. rhodesiae (ATCC 27024) 


+ 


61,5°C 


52°C 


52°C 


60,5°C 


M. smegma t is 


+ 


61,5°C 






60,5°C 


M. senegalense (ATCC 33027) 


+ 


61,5°C 


46°C 


48°C 


60,5°C 


AT. porci/ium (ATCC 33776) 




61,5°C 


49°C 


51°C 


60,5°C 


gordonae (DSMZ 44160) 


+ 


61, 5°C 




42,5°C 


60,5° 


*f. szulgai (ATCC 35799) 


+ 


61,5°C 


51°C 


42 / 5°C 


60,5° 


M. genavense 




61,5°C 


51°C 


50°C 


60,5° 


III. ni cb t -mykobak teri elle Actinomyceten 


Nocardia farcinica (ATCC 3318) 












Nocardia brevicatena 
(ATCC 15333) 












Streptomyces griseus 












Rhodococcus equi 
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Schmelztemperatur bei 
Hybridisierungssonden spezifisch far j 


Mikroorganismus 


erf indungsgemafi 


Vergleich. | 








Mycoba c t eri urn 


Gattung 
II 




A* 


Gattung - 
III 


tuber- 
culosis 


avium | 


Coryneb . pseudodlph teri ticum 
(ATCC 10700) 


+ 


43°C 


44°C 


44°C 


47°C 1 


Coryneb. jeikeium 


+ 


44°C 


44°C 


44°C 


47 C 1 


Corvneb. xerosis (ATCC 373) 


+ 








47°C ! 


IV. Gram-positive Bakterlen 






Bacillus subtilis (ATCC 6633) 










1 


Bacillus cereus 












Staphylococcus aureus 
(ATCC 25923) 













Staphylococcus epidermidis 
(ATCC 12228) 













Streptococcus pneumoniae 
(ATCC 4 9619) 













Listeria monocytogenes 
(ATCC 19115) 













Enterococcus faecalis 
(ATCC 29212) 












V. Gram-nega. fci ve BaJrterien 




j 


Proteus mirabilis (ATCC 14153) 













Escherchia coli (ATCC 25922) 












Salmonella typhimurium 
(ATCC 14028) 










1 


Shigella sonnei (ATCC25930) 












Klebsiella pneumoniae 
(ATCC 10031) 












Pseudomonas aeruginosa 
(ATCC 27853) 












Moraxella catarrhalis 
f ATCC 19115) 












VX. Filze 




Candida albicans 












Candida glabrata 












Candida crusei 












Aspergillus fumigatus 












Fusarium 













*) A: Amplification des 16S-rRNA- Fragments mit den 
erfindungsgemalien Gattungs-spezif ischen Pri- 
mern 

5 +: Amplif ikation erfolgt 

-: Amplification nicht erfolgt 
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5 Anspriiche 

1, Verfahren zum gemeinsamen und jeweils spezifi- 
schen Nachweis einer Mykobakterieninf ektion, des 
Mycobacterium tuberculosis-Komplex und/oder von 
Mycobacterium avium in klinischem Material um- 
10 fassend die Schritte 



a) Extraktion von mikrobieller DNA aus klinischem 
Material f 

b) Vervielf achung von mindestens eineiu Fragment 
des 16S-rRNA-Gens aus der extrahierten DNA mit- 

15 tels eines Primerpaares umfassend die Nucleo- 

tidsequenzen SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 5 oder 
mittels zweier Primerpaare, wobei das eine Pri- 
merpaar die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 
2/SEQ ID NO: 3 umfasst und das andere Primer- 

20 paar die Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 

4/SEQ ID NO: 5 umfasst, 

c) Detektion der Gattungs-spezif ischen Region des 
vervielf achten 16S-rRNA-Fragments von Mykobak- 
terien mittels eines Paares markierter Hybridi- 

25 sierungssonden, wobei das Paar die Nucleotidse- 

quenzen SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 11 umfasst, 

d) Detektion der Art-spezif ischen Region des ver- 
vielfachten 16S-rRNA-Fragments von Mykobakte- 
rien mittels eines Paares markierter Hybridi- 
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sierungssonden, wobei zum Nachweis des Mycobac- 
terium tubercuIosis-Komplex das Paar die Nucle- 
otidsequenzen SEQ ID NO: 6/SEQ ID NO: 7 oder 
die komplementaren Sequenzen davon umfasst und 
5 wobei zum Nachweis von Mycobacterium avium das 

Paar die Nucleotidsequenzen von SEQ ID NO: 
8/SEQ ID NO: 9 oder die komplementaren Sequen- 
zen davon umfasst, und 

e) wobei der gemeinsame, jeweils spezifische 
10 Nachweis von Mykobakterien und des Mycobacteri- 

um tuberculosis-Komplex und/oder von Mycobacte- 
rium avium wSnrend der Detektion gemafi der 
Schritte c) und d) mittels Schmelzkurvenanalyse 
erfolgt . 

15 2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die extrahierte 
mikrobielle DNA in Verf ahrensschritt a) mit min- 
destens einem kvinstlichen Plasmid, die als in- 
terner Standard dient, vermischt wird, wobei das 
kunstliche Plasmid eine Gattungs-spezif ische Re- 

20 gion III der 16S-rRNA von Mykobakterien oder 

Telle davon umfasst, welche in ihrer Nucleotid- 
sequenz modifiziert wurde, und wobei eine 
Schmelzkurvenanalyse zum spezifischen Nachweis 
der vervielfachten 16S-rRNA-Fragmente von Myko- 

25 bakterien und der modif izierten 16S-rRNA- 

Fragmente des kunstlichen Plasmids durchgefahrt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die extrahierte 
mikrobielle DNA aufgeteilt wird und ein erster 
30 Teil davon im Verfahren nach den Schritten a) 

bis e) von Anspruch 1 weiterbehandelt und ein 
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zweiter Teil einem parallelen Verfahren unterzo- 
gen wird, umfassend die Schritte 

a' ) Vermischen der extrahierten mikrobiellen DNA mit 
mindestens einem kunstlichen Plasmid als inter- 
5 ner Standard, wobei das kunstliche Plasmide ei- 

ne Gattungs-spezifische Region III der 16S-rRNA 
von Mykobakterien oder Teile davon umfasst, 
welche in ihrer Nucleotidsequenz modifiziert 
wurde , 

10 b' ) Vervielfachung der 16S-rRNA-Fragmente mittels 
mindestens einem Primerpaar ausgewahlt aus der 
Gruppe umfassend die Nucleotidsequenzen-Paare 
SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 5 und SEQ ID NO: 
4/SEQ ID NO: 5, 

15 c*)Detektion der vervielf achten 16S-rRNA-Fragmente 
mittels eines Paars markierter Hybridisierungs- 
sonden, die mit der Gattungs-spezif ischen Regi- 
on III des 16S-rRNA-Fragments von Mykobakterien 
hybridisieren, wobei das Paar die Nucleotidse- 

20 quenzen SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 11 oder die 

komplementaren Sequenzen davon umfasst, und 

d') wobei zum spezif ischen Nachweis der vervielf ach- 
ten 16S-rRNA- Fragment e von Mykobakterien und 
der modifizierten 16S-rRNA-Fragmente des min- 
25 destens einen kunstlichen Plasmids wahrend der 

Detektion gemafi Schritt c' ) eine Schmelzkurven- 
analyse erfolgt. 

4 . Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che, wobei die Vervielfachung der Genfragmente 
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mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchge- 
fiihrt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die Polymera- 
se-Kettenreaktion (PCR) als Echtzeit-PCR, bevor- 

5 zugt mittels LightCycler™-System, durchgefiihrt 

wird. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che, wobei die Detektion wahrend oder nach der 
Vervielfachung der 16S-rRNA-Fragmente erfolgt. 

10 7. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che, wobei die Detektion mittels Echtzeit-PCR, 
besonders bevorzugt mittels LightCycler™-System 
erfolgt . 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprii- 
15 che, wobei die Detektion mittels Fluoreszenz- , 

nachweis durchgefiihrt wird und wobei die mar- 
kierten Hybridisierungssonden-Paare als Fluores- 
zenz-Resonanz-Energie-Transfer-Paar ausgebildet 

sind. 

20 9. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che, wobei die Schmelzkurvenanalyse im Anschluss 
an die Vervielfachung der 16S-rRNA-Fragmente 
mittels Echtzeit-PCR, bevorzugt mittels Light- 
Cycler™-System, erfolgt. 

25 10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, wobei die De- 
tektion als quantitative Messung durchgefiihrt 
wird. 
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11. Verfahren nach einera der vorstehenden Ansprti- 
che, wobei das klinische Material ausgewahlt ist 
aus der Gruppe klinischer Proben bestehend aus 
Sputum, Bronchiallavage, Magensaft, Urin, Stuhl, 

5 Liquor, Knochenmark, Blut und Biopsien. 

12. Oligonucleotid-Primerpaar, welches die Nuclein- 
sauren mit den Nucleotidsequenzen SEQ ID NO: 2 
und SEQ ID NO: 3 aufweist. 

13. Oligonucleotid-Primer, welcher die Nucleinsau- 
10 ren mit der Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 4 auf- 
weist . 

14. Oligonucleotid-Hybridisierungssonden-Paar, wel- 
ches die Nucleinsauren mit den Nucleotidsequen- 
zen SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 7 oder mit den 

15 komplementaren Sequenzen davon aufweist. 

15. Oligonucleotid-Hybridisierungssonden-Paar, wel- 
ches die Nucleinsauren mit den Nucleotidsequen- 
zen SEQ ID NO: 8 und SEQ ID NO: 9 oder mit den 
komplementaren Sequenzen davon aufweist. 

20 16. Oligonucleotid-Hybridisierungssonden-Paar, wel- 
ches die Nucleinsauren mit den Nucleotidsequen- 
zen SEQ ID NO: 10 und SEQ ID NO: 11 oder mit den 
komplementaren Sequenzen davon aufweist. 

17. Kunstliches Plasmid einsetzbar als interne Kon- 
25 trolle der Vervielf achung und des Nachweises von 

16S-rRNA-Fragmenten von Mykobakterien, umfassend 
modifizierte Sequenzen der Gattungs-spezif ischen 
Region III des 16S-rRNA-Gens . 
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18. Ktinstliches Plasmid nach Anspruch 17 , wobei das 
kunstliche Plasmid mindestens einen/eine Nucleo- 
tid-Austausch, -Addition, -Deletion und/oder - 
Inversion gegenuber der Wildtyp-Sequenz der Gat- 

5 tungs-spezifischen Region III des 1 6S-rRNA-Gens 

aufweist . 

19. Kunstliches Plasmid nach Anspruch 17 oder 18 , 
umfassend die Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 14 o- 
der SEQ ID NO: 15. 

10 20. Kunstliches Plasmid nach Anspruch 17 oder 18, 
umfassend die Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 16 o- 
der SEQ ID NO: 17. 

21. Diagnose-Kit zum spezifischen Nachweis einer 
Mykobakterieninf ektion und des Mycobacterium tu- 
15 jberculosis-Komplex und von Mycobacterium avium 

in klinischem Material gemali dem Verfahren nach 
einem der Anspruche 1 bis 11 umfassend: 

a) mindestens eine Polymerase, 

b) mindestens ein Primerpaar gemafi Anspruch 12, 

20 c) mindestens ein Primerpaar enthaltend einen 

Primer gemali Anspruch 13, das die Gattungs- 
spezifische Region III von Mykobakterien 
amplifiziert . 

d) ein Hybridisierungssonden-Paar gemafi Anspruch 
25 16 zur Detektion der Gattungs-spezif ischen 

Region III, 
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e) mindestens ein Hybridisierungssonden-Paar ge- 
maB den Anspruchen 14 bis 15 zur Detektion 
der Art-spezif ischen Regionen. 

22. Diagnose-Kit nach Anspruch 21 f beinhaltend ein 
5 kunstliches Plasmid gemali einem der Anspriiche 17 

bis 20. 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Cytonet GmbH & Co. KG 
Bange , Franz-Christ oph 
B6ttger, Erik Ch. 

<120> Nachweis von Mykobakterien in klinischem Material (Identification of 
Mycobacteria in Clinical Specimen) 

<130> 25096 

<150> DE 10215238.1 
<151> 2002-04-06 

<160> 17 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 

<400> 1 

gagtttgatc ctggctcagg a 21 



<210> 2 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 2 

gataagcctg ggaaactg 



<210> 3 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 

<400> 3 

ctaccgtcaa tccgagag 



<210> 4 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 4 

ggcggagcat gtggatta 



<210> 5 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 



<400> 5 

tgcacacagg ccacaaggga 
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<210> 6 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 6 

cgcgggctca tcccacaccg 20 



<210> 7 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 7 

taaagcgctt tccaccacaa ga 



<210> 8 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 



<210> 9 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 9 

aaaagctttc caccagaaga c 



<210> 10 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 10 

gcaacgcgaa gaaccttacc tgg 23 



<210> 11 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 



<400> 8 

cgcgggccca tcccacaccg 



20 



<400> 11 

tttgacatgc acaggacg 



18 



<210> 12 
<211> 21 
<212> DNA 



<213> Mycobacterium 
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<400> 12 

gagtttgatc ctggctcagg a 21 

<210> 13 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 13 

aaggaggtga tccagccgca 20 

<210> 14 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 14 

ggcttgacat gcacaggacg c 21 

<210> 15 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 15 

gcgtcctgtg catgtcaagc c 21 

<210> 16 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Mycobacterium 
<400> 16 

ggtttgacat acactggacg c 21 

<210> 17 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mycobacterium 



<400> 17 

gcgtccagtg tatgtcaaac c 



21 



)NAL SEARCH REPORT 



Inten^^n^^^bation No 

PCT/EP 03/03533 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

"PC 7 C12Q1/68 



Aocorcftig to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12Q 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are inchided in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

BIOSIS, MEDLINE, EPO-Internal , SEQUENCE SEARCH 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



TORRES MARIA 0 ET AL: "Use of real-time 

PCR and fluorimetry for rapid detection of 

rifampin and Isoniazid 

resistance-associated mutations in 

Mycobacterium tuberculosis." 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

vol. 38, no. 9, September 2000 (2000-09), 

pages 3194-3199, XP002252652 

ISSN: 0095-1137 

cited in the application 

the whole document 

-/— 



1-11 



m 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



ID 



Patent family members are listed in annex 



° Special categories of cited documents : 

•A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

Tiling date 

■L" document which may throw doubts on priority ciaim(s> or 
which is ctted to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

•O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the International filing dale but 
later than the priority date claimed 



*T later document published after the international filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person stalled 
in the art. 

•&■ document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



28 August 2003 



Date of mailing of the international search report 

11/09/2003 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Palentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel (431-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Dumont, E 



Form FCT/1SA/210 (sacmd sheet) puly 1992) 



page 1 of 3 



National search report 



Intern^pial Application No 

PCT/EP 03/03533 



C.(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication .where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



TAYLOR H 0 ET AL: "Detection of 
Mycobacterium bovis in bovine clinical 
specimens using real-time fluorescence and 
fluorescence resonance energy transfer 
probe rapid-cycle PCR." 
JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY. UNITED 
STATES APR 2001, 

vol. 39, no. 4, April 2001 (2001-04), 

pages 1272-1278, XP002252653 

ISSN: 0095-1137 

cited in the application 

abstract 

Diskusslon 

WO 00 18965 A (UNIV UTAH RES FOUND) 
6 April 2000 (2000-04-06) 
abstract; claims 1-16 

KIRSCHNER P ET AL: "Diagnosis of 
mycobacterial infections by nucleic acid 
amplification: 18-month prospective 
study." 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY. UNITED 
STATES FEB 1996, 

vol. 34, no. 2, February 1996 (1996-02), 

pages 304-312, XP002252654 

ISSN: 0095-1137 

cited in the application 

abstract; figure 1 

page 305, column 2, paragraph 3 

Diskussion 

TEVERE V J ET AL: "Detection of 
Mycobacterium tuberculosis by PCR 
amplification with pan-Mycobacter1um 
primers and hybridization to an M. 
tuberculosis-specific probe." 
JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY. UNITED 
STATES APR 1996, 

vol. 34, no. 4, April 1996 (1996-04), 

pages 918-923, XP002252655 

ISSN: 0095-1137 

cited in the application 

abstract 

page 919, column 2, paragraph 3 
Diskusslon 

WO 01 66797 A (BECKMAN COULTER INC 
;CONVILLE PATRICIA S (US); RAMPAL JANG B 
(US);) 13 September 2001 (2001-09-13) 
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 
page 18, line 14 - line 20 

_/__ 



1-11 



1-11 



1-11,21, 
22 



1-11,21, 
22 



14 



12 



Form PCT/lSA/210 (ocntlnuatlon of second sheet) (JbJy 1092} 



page 2 of 3 



NAL SEARCH REPORT 




Interatrial Application No 

PCT/EP 03/03533 



^Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with Indication .where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



x 

Y 

P,X 



WO 91 00926 A (MICROPROBE CORP) 
24 January 1991 (1991-01-24) 
page 25, line 27 

W0 93 22461 A (GEN PROBE INC) 
11 November 1993 (1993-11-11) 
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17 
page 27; example 10 

W0 95 06755 A (GEN PROBE INC) 
9 March 1995 (1995-03-09) 
SE0 ID NO: 11 
page 36; claim 3 
SEQ ID NO: 20 
page 38; claim 11 

W0 95 31571 A (ABBOTT LAB) 
23 November 1995 (1995-11-23) 
SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67 
page 45 

LACHNIK JACQUELINE ET AL: "Rapid-cycle 
PCR and fluorlmetry for detection of 
iDycoJ^3Ct©ri d « n 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY. UNITED 
STATES SEP 2002, 

vol. 40, no. 9, September 2002 (2002-09), 
pages 3364-3373, XP002252656 
ISSN: 0095-1137 
the whole document 



13 



14 



15 



16-20 
21,22 

1-22 



Foot PCTVISA/210 (conUwzllon at second sheet) (July 1392) 



page 3 of 3 



IN-qptNBPlONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Intem^PhanTppI 



Intem^PhaTAppPcallon No 

PCT/EP 03/03533 



Patent document 




Publication 




Patent family 


Publication 


cited In search report 




date 




member(s) 


date 


WO 0018965 


A 


06-04-2000 


US 


6140054 A 


31-10-2000 






AU 


6280599 A 


17-04-2000 








EP 


1117834 Al 


25-07-2001 








JP 


2002525128 T 


13-08-2002 








WO 


0018965 Al 


06-04-2000 


WO 0166797 


A 


13-09-2001 


AU 


4193401 A 


17-09-2001 






EP 


1307587 A2 


07-05-2003 








WO 


0166797 A2 


13-09-2001 


WO 9100926 


A 


24-01-1991 


AU 


6075490 A 


06-02-1991 






EP 


0484385 Al 


13-05-1992 








JP 


5501052 T 


04-03-1993 








US 


5334501 A 


02-08-1994 








WO 


9100926 Al 


24-01-1991 


WO 9322461 


A 


11-11-1993 


AU 


681082 B2 


21-08-1997 






AU 


4222493 A 


29-11-1993 








AU 


711448 B2 


14-10-1999 








AU 


4523897 A 


19-02-1998 








CA 


2135073 Al 


11-11-1993 








EP 


0587266 Al 


16-03-1994 








JP 


7506255 T 


13-07-1995 








KR 


249110 Bl 


01-04-2000 








WO 


9322461 Al 


11-11-1993 








US 


6093538 A 


25-07-2000 








US 


5554516 A 


10-09-1996 








US 


5888729 A 


30-03-1999 


WO 9506755 


A 


09-03-1995 


US 


6136529 A 


24-10-2000 






AU 


689801 B2 


09-04-1998 








AU 


7680394 A 


22-03-1995 








CA 


2170899 Al 


09-03-1995 








EP 


0651057 Al 


03-05-1995 








JP 


9501056 T 


04-02-1997 








WO 


9506755 Al 


09-03-1995 


WO 9531571 


A 


23-11-1995 


AU 


2479495 A 


05-12-1995 






EP 


0763134 A2 


19-03-1997 








JP 


10500567 T 


20-01-1998 








WO 


9531571 A2 


23-11-1995 





Form PCT/lSA/210 (patent family am ax) (July 1982) 



INTERNATIONA^* RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 03/03533 



A. KLASSIFIZIERUNQ DES ANMELDUNGSQEGENSTANDES 

IPK 7 C12Q1/68 



Nach der Intemattonaten Patentklasslfikation (IPK) Oder nach der nalionalen Klassifikatlon und der IPK 



B. RECHERCH1ERTE GEBIETE 



Recherchierter MindastprQfstoff (Klasslflkatlonssystem und Kiassifikalionssymbole ) 

IPK 7 C12Q 



Recherchlerte aber nteht zum MindastprQfsloff gehdrende Veroffentllchungen, sowett dlese unter die recherchlerten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultlerte elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evlL verwendete Suchbegrfffe) 

BIOSIS, MEDLINE, EPO-Internal , SEQUENCE SEARCH 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie 0 Bezeichnung der VenMfentlichung, soweil erforderOch unter Angabe der In Betracht kommenden Tefle 



Betr. Anspruch Nr. 



TORRES MARIA J ET AL: "Use of real-time 

PCR and fluorlmetry for rapid detection of 

rifampin and isoniazid 

resistance-associated mutations in 

Mycobacteri urn tubercul osi s . " 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

Bd. 38, Nr. 9, September 2000 (2000-09), 

Seiten 3194-3199, XP002252652 

ISSN: 0095-1137 

in der Anmeldung erwShnt 

das ganze Dokument 

-/— 



1-11 



Weftere VerSffentffchungen slnd der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Slehe Anhang Patentfamflle 



° Besondere Kategorien von angegebenen Ver6ffentlichungen : 
'A* VerdffentGchung, die den allgemelnen Stand derTechnlkdefintert. 
aber nlcht ate Besonders bedeutsam anzusehen ist 

a E" alteres Dokument, das Jedoch erst am Oder nach dem Intemaiionalen 
Anmeldedatum veroffentficht worden 1st 

*L* VeroffentDchung, die geeignet ist einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scnefnen zu lassen, oderdurcfi die das Veroffentflchungsdatum einer 
anderen 1m Recherchenbertcht genannten VerSfferrtDchung belegt werden 
so!) Oder die aus elnem anderen besonderen Grund angegeben ist (wte 
ausgefOhrt) 

■O" Veroffentnchung, die sich auf eine mumiUche Offenbarung, 

etne Benutzung, eine Aussie Hung oder andere MaBnahmen bezleht 

*P* Veroffentnchung, die vor dam IntemaUonalen AnmeWedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priorftatsdatum veroffentficht worden Est 



T Spatere VeroffentHchung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Piioritatsdatum verBffentQchl worden ist und mil der 
Anmeldung nlcht kolfidlert, son dem nur zum Verstandnls des der 
Erffndung zugrundellegenden Prlnzips oder der Dir zugrundeDegenden 
Theorie angegeben 1st 

•X' VerSfTenttichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte ErHndung 
kann alleln aufgiund dieser VerdffentUchung nlcht als neu oder auf 
erfinderischer Taligkeft beruhend betrachtet werden 

'V VeroffentDchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nfcht als auf erflnderfecher Tatfgkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verfiflentfichung mB einer oder mehreren anderen 
Veroffentllchungen dieser Kalegorie In Verblndung gebrachi wlrd und 
dlese Verblndung fur einen Fachmann naheiiegendlst 
Verdffentfi chung, die Magllad derselben PatentfamiBe ist 



Datum des Abschtusses der internationalen Recherche 



28. August 2003 



Absendedatum des mtemationaien Recherchenberichts 



11/09/2003 



Name und Postanschrfft der Internationalen Recherchertbehdrde 
Europajsches Paterrtamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRQswijk 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70)340-0)16 



BevoQmachtjgler Bedlensteter 

Dumont, E 



Fomtjm PCT/IS/V210 (Bfatt 2) (Jufl 1892) 
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INTERNATIONAL^ I^^IERCHENBERICHT 



Intem^^dl^PHctenzeichen 

PCT/EP 03/03533 



C(FortS6tzung) ALSWESENTLICH ANGESEHENE UNTEHLAGEN 



Kategorte» I Bezelchnung der VerSftenHlchung. sowertertorctertich unter Angabe der In BelracM kommenden Telte 



Batr. Anspruch Nr. 



TAYLOR M J ET AL: "Detection of 
Mycobacterium bovls in bovine clinical 
specimens using real-time fluorescence and 
fluorescence resonance energy transfer 
probe rapid-cycle PCR." 
JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY. UNITED 
STATES APR 2001, 

Bd. 39, Nr. 4, April 2001 (2001-04), 

Seiten 1272-1278, XP002252653 

ISSN: 0095-1137 

in der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung 

D1skuss1on 

WO 00 18965 A (UNIV UTAH RES FOUND) 
6. April 2000 (2000-04-06) 
Zusammenfassung; Anspruche 1-16 

KIRSCHNER P ET AL: "Diagnosis of 
mycobacterial Infections by nucleic acid 
amplification: 18-month prospective 
study." 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY. UNITED 

STATES FEB 1996, „ o , 

Bd. 34, Nr. 2, Februar 1996 (1996-02), 

Seiten 304-312, XP002252654 

ISSN: 0095-1137 

in der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung; Abbildung 1 

Seite 305, Spalte 2, Absatz 3 

Diskussion 

TEVERE V J ET AL: "Detection of 
Mycobacterium tuberculosis by PCR 
amplification with pan-Mycobacterium 
primers and hybridization to an M. 
tuberculosis-specific probe." 
JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY. UNITED 
STATES APR 1996, 

Bd. 34, Nr. 4, April 1996 (1996-04), 

Seiten 918-923, XP002252655 

ISSN: 0095-1137 

1n der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung 

Seite 919, Spalte 2, Absatz 3 

Diskussion 

WO 01 66797 A (BECKMAN COULTER INC 
;CONVILLE PATRICIA S (US); RAMPAL JANG B 
(US); ) 13. September 2001 (2001-09-13) 
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 
Seite 18, Zeile 14 - Zeile 20 

-/- 
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1-11 



1-11,21, 
22 



1-11,21, 
22 
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12 



INTERNATIONAL 



ERCHENBERICHT 




InterT^^riaT^sAktenzelchen 

PCT/EP 03/03533 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANSESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorle" 



Bezelchnung der VeroftenUchung. sowed ertorde rilch unter Angabe der In Betracht kommsndan TeHa 



Betr. Anspruch Nr. 



X 

Y 



WO 91 00926 A (MICR0PR0BE CORP) 
24. Januar 1991 (1991-01-24) 
Selte 25, Zeile 27 

W0 93 22461 A (GEN PROBE INC) 
11. November 1993 (1993-11-11) 
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 17 
Selte 27; Bei spiel 10 

W0 95 06755 A (GEN PROBE INC) 

9. Marz 1995 (1995-03-09) 

SEQ ID NO: 11 

Selte 36; Anspruch 3 

SEQ ID NO: 20 

Seite 38; Anspruch 11 

WO 95 31571 A (ABBOTT LAB) 
23. November 1995 (1995-11-23) 
SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67 
Selte 45 

LACHNIK JACQUELINE ET AL: "Rapid-cycle 
PCR and fluorimetry for detection of 
mycobacteria." 

JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY. UNITED 
STATES SEP 2002 

Bd. 40, Nr. 9, September 2002 (2002-09), 
Seiten 3364-3373, XPO02252656 
ISSN: 0095-1137 
das ganze Dokument 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Infemationaies Aktenzelchen 
PCT/EP 03/03533 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fQr bestlmmte AnsprQche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die BehOrde nlcht verpf lichtet 1st, namlich 



2. 1 X | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teiie der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, namlich 

slehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. | | Anspruche Nr. 

wei! es sich dabei urn abhanglge Anspruche handelt, die nlcht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemeikungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . | I Da der Anmelder aile erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrtchtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — 1 intematlonale Recherchenbericht auf aile recherchierbaren AnsprQche. 

2 I I Da fQr aile recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen ArbeltsaufWand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
I — I zusatzOche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die BehOrde nicht zur Zahiung einer solchen GebQhr aufgefordert 



3. I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — I Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, fflr die GebQhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. Q^j Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die In den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; cfiese ist in folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtiich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unterWlderspruch gezahlt 

[ j Die Zahiung zusatzflcher techerchengebQhren erfoigte ohne Wlderspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Ju!1 1998) 



Internationales AktenzelchenPCT/EP 03 X)3533 



WEITERE ANGABEN PCT/iSA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 



Die geltenden PatentansprQche 17 und 18 beziehen sich auf eine 
unverhaltnismaBig gro8e Zahl moglicher Plasmide ("umfassend modlflzierte 
Sequenzen . . . " ) , von denen sich nur ein kleiner Anteil im Sinne von Art. 6 
PCT auf die Beschreibung stutzen und/oder als im Sinne von Art. 5 PCT in 
der Patentanmeldung offenbart gel ten kann. Im vorliegenden Fall fehlt den 
Patentanspruchen die entsprechende Stutze und fehlt der Patentanmeldung 
die notige Offenbarung in elnem solchen MaBe, da8 eine sinnvolle 
Recherche Qber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmogllch erschelnt. 
Daher wurde die Recherche auf die Telle der PatentansprQche gerichtet, 
welche im o.a. Sinne als gestutzt und offenbart erscheinen, namlich auf 
kunstliche Plasmide umfassend eine der Nukleotldsequenzen SEQ ID NO: 14, 
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16 und SEQ ID NO: 17. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB PatentansprQche, Oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fQr die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen PrQfung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fQr Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die PatentansprQche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), Oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue PatentansprQche vorlegt. 



internationale^eEherchenbericht 

Angaben zu Veroffentlichungen, die zur selben Patentfamffle geh&ren 



Intem^P&ies Aklenzelchen 

PCT/EP 03/03533 



Im Recherchenbericht 
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angefQhrtes Patentdokument 
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21-08-1997 






AU 


4222493 


A 


29-11-1993 
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